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Resumo

Silva  MCA.  Estudo  citogenético e  molecular de  sindromes
mielodisplasicas/leucemia mieloide aguda familiar [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Introducdo: Em 2016, a Organizacdio Mundial de Saude reconheceu em sua
classificagdo as neoplasias mieloides com predisposi¢ao germinativa (NMPG). A
propor¢do de casos de sindromes mielodiplésicas/leucemia mieldide aguda
(SMD/LMA) relacionados a uma maior predisposi¢cao familiar ainda ¢ incerta, mas,
tem impacto no seguimento e tratamento destes pacientes e seus familiares. Este
estudo teve como objetivo identificar e caracterizar os pacientes com suspeita de
NMPG do ambulatério de citopenias do Hospital das Clinicas da Universidade de
Sao Paulo (HC-FMUSP) sob o ponto de vista clinico, hematoldgico e molecular e
evolucdo clonal nos casos onde foi possivel o diagndstico de mutagdo germinativa.
Métodos: Foram incluidos pacientes do ambulatorio de citopenias do HC-FMUSP
cadastrados entre 01/01/2010 e 31/12/2018 que apresentavam: 1) diagnostico de
LMA ou SMD com familiares de primeiro grau ou segundo grau também com
diagnostico de LMA, SMD, leucemia linfoide aguda ou trombocitopenia; 2)
pacientes com historia pessoal ou familiar de citopenias sem causa conhecida,
histérico de sangramento, linfedema ou infec¢des por micobactérias atipicas. Foram
excluidos pacientes com diagnostico de sindromes de insuficiéncia medular classica
jé& diagnosticados como anemia de Fanconi. Ap6s obtengdo de histdrico pessoal e
familiar direcionado, sangue periférico, medula 6ssea e/ou swab de mucosa oral
foram coletados para extragdo de DNA. O carater germinativo da mutacdo foi
inferido por sua presenca em mais de um individuo na familia. Para investigagdo de
potenciais variantes responsaveis pelo fenotipos identificados, foram realizados
sequenciamento de exoma completo (WES), sequenciamento direto por técnica de
Sanger (identificacdo ou confirmagdo dos resultados de WES), além de Multiplex
Ligation-dependent Probe amplification (MLPA) e CGH array para avaliar as
variagdes de nimero de copias (CNV) Resultados: De 322 pacientes cadastrados,
30(9,3%) apresentavam suspeita de NMPG, seis (20%) foram excluidos por
diagnostico de anemia de Fanconi. Foram analisados 17 pacientes de 14 familias
distintas e 24 familiares de primeiro e segundo graus. Entre os pacientes, houve
predominancia do sexo feminino (52,94%), mediana de idade ao diagnodstico de 29
anos. Gene potencialmente associado ao fenotipo foi identificado em sete familias
(50%). Mutagao do RUNX1 em dois casos ¢ mutagdo da ANKRD26 em um dos casos
de plaquetopenia familiar com predisposi¢ao a neoplasia mieloide. Mutagdo do gene
GATA? estava presente em trés casos € um caso apresentou delecdo de por¢do do
braco longo do cromossomo 22 que, em associagdo com atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor, plaquetopenia familiar, foi compativel com sindrome delegdo 22q.
Evolugdo clonal citogenética foi identificada em quatro individuos (trés com suspeita
de sindrome de deficiéncia do GATA2 e um com plaquetopenia familiar associada a
mutagdo de ANKRDZ26). Evolugao clonal molecular estava presente em cinco de seis
dos pacientes testados (83%) e apenas um de 11 familiares (9%) de cinco familias



distintas. Conclusdo: Suspeita de NMPG correspondeu a uma porcao significativa
dos pacientes em seguimento no ambulatorio de citopenias. A confirmacdo foi
possivel em apenas metade dos casos. Evolugdo clonal molecular ndo foi identificada
em todos os pacientes, sugerindo que hajam outros mecanismos de progressao para
neoplasia mieloide.

Descritores: Leucemia mieloide aguda; Pré-leucemia; Deficiéncia de GATAZ2;
Mutacdo em linhagem germinativa



Abstract

Silva MCA. Molecular and cytogenetic study of familial myelodysplstic
syndromes/acute myeloid leukemia [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

Background: In 2016, the World Health Organization (WHO) recognized in its
classification, myeloid neoplasms with germline predisposition (MNGP). The
proportion of cases of myelodysplastic syndromes/acute myeloid leukemia
(MDS/AML) associated with family predisposition is still uncertain but has an
impact on the follow-up and treatment of these patients and their families. This study
aims to identify and characterize patients with suspected MNGP from the cytopenias
outpatient clinic of the University of Sdo Paulo Hospital das Clinicas (HC-FMUSP)
and clonal evolution in cases where the diagnosis of germline mutation was made.
Methods: In this study, we included patients from the HC-FMUSP cytopenia
outpatient clinic registered between 01/01/2010 and 31/12/2018. Criteria for
inclusion were: 1) diagnosis of AML or MDS with first or second-degree relatives
also diagnosed with AML, MDS, acute lymphoid leukemia or thrombocytopenia; 2)
personal or family history of cytopenias with no known cause, history of bleeding,
lymphedema or atypical bacterial infections. Patients previously diagnosed with
classic bone marrow failure syndromes such as Fanconi Anemia were excluded.
After obtaining a personal and family history, peripheral blood, bone marrow, and
oral mucosa swab were collected for DNA extraction. Germline origin of mutations
was inferred by its presence in more than one individual in the family. In order to
investigate potential variants responsible for the identified phenotypes, whole-exome
sequencing (WES), Sanger direct sequencing (identification or confirmation of WES
results). MLPA and CGH array was performed to evaluate copy number variations
(CNV). Results: Of 322 registered patients, 30 (9.3%) had suspected MNGP, 6
(20%) were excluded due to diagnosis of Fanconi anemia. Seventeen patients from
14 different families and 24 first and second-degree relatives were analyzed. Among
the patients, there was a predominance of females (52.94%); the median age at
diagnosis was 29 years. Seven families (50%) had a gene associated with the
phenotype identified. RUNXI mutation in 2 cases and ANKRD26 mutation in 1 of
familial thrombocytopenia cases with predisposition to myeloid neoplasia. GATA2
mutation was present in 3 cases, and 1 case presented with a deletion of a portion of
the long arm of chromosome 22, which in association with developmental delay and
familial thrombocytopenia was compatible with 22q deletion syndrome. Cytogenetic
clonal evolution was identified in 4 individuals (3 with suspected GATA?2 deficiency
syndrome and one with familial thrombocytopenia associated with ANKRD26
mutation.) Molecular clonal evolution was present in 5 of 6 of the patients tested
(83%) and only 1 of 11 family members (9%) from 5 different families. Conclusion:
Suspected MNGP represents a significant portion of patients at the cytopenia
outpatient clinic. Confirmation was possible in only half of the cases. Molecular
clonal evolution was not present in all patients suggesting that there may be other
mechanisms of progression to myeloid neoplasm.



Descriptors: Acute myeloid leukemia; Pre leukemia; GATA?2 deficiency; Germ line
mutation
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1 INTRODUCAO

As sindromes mielodisplésicas (SMD) sdo um conjunto de doengas clonais da
célula tronco-hematopoiética com multiplos espectros de apresentagdo, cuja principal
caracteristica ¢ a hematopoiese ineficiente e a displasia de uma ou mais linhagens
celulares da série mieloide'. Com real incidéncia ainda incerta, ela aumenta com a
idade atingindo nos Estados Unidos da América, aproximadamente, 35,5 casos a cada
100 mil habitantes acima dos 80 anos, mas € rara em pacientes jovens chegando a 0,1
casos em 100 mil habitantes abaixo dos 40 anos 2.

Acredita-se que até 20% dos casos de SMD sejam secundérios a exposicao a
agentes danosos ao DNA, em particular, pacientes submetidos a tratamentos
citotoxicos (quimioterapia e radioterapia), nesta situacao recebe o nome de neoplasia
mieloide associada a terapéutica 2.

Apresentagdes familiares de SMD/leucemia mieloide aguda (LMA) sdo raras.
Em geral, com idade de acometimento mais baixa, a sua real incidéncia ainda ¢
desconhecida, mas, provavelmente, subestimada. Isto se justifica pela recente
descricdo de algumas destas sindromes e pela falha na coleta de histéria familiar
detalhada em pacientes oncoldgicos. Além disto, pequenas séries publicadas onde os
pacientes apresentavam familiar de primeiro grau com histéoria de SMD/LMA
mostram alta incidéncia de mutagdes relacionadas 8 SMD familiar 4. Estudo sueco
realizado com base em dados de registros populacionais sugere que familiares de
pacientes jovens diagnosticados com SMD/LMA podem apresentar risco aumentado
de desenvolver a doenga °.

O acometimento familiar de SMD/LMA era antes separado didaticamente
entre as formas sindromicas e aquelas nas quais a predisposicao para SMD/LMA ¢ o
unico traco herdado (puras). No primeiro grupo, encontravam-se as sindromes
associadas a insuficéncia medular ja conhecidas (exemplos, sdo anemia de
Blackfan-Diamond, disqueratose congénita), as sindromes associadas as falhas de
reparo de DNA (anemia de Fanconi e sindrome de Bloom) e as relacionadas a
anomalias dos genes de supressdo tumoral (exemplo: Sindrome de Li Fraumeni). O

segundo grupo tinha apenas cinco representantes: SMD familiar associada a
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deficiéncia do telomero (disqueratose congénita oculta), Monossomia do 7 familiar,
Leucemia mieloide aguda familiar com CEBPA mutado, SMD/LMA familiar com
mutagdo do GATA2 e o disturbio plaquetario familiar associado a propensdo a
neoplasia mieloide (muta¢do de RUNX familiar) *S.

Em 2016, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS), em sua revisdo da
classificagdo de neoplasias hematologicas, reconheceu que havia pacientes com
risco familiar e/ou germinativo para SMD/LMA e incluiu a categoria de neoplasia
mieloide com predisposi¢do germinativa distinguindo trés subgrupos: 1) Neoplasia
mieloide com predisposi¢do germinativa sem disfun¢do ou acometimento de outros
orgaos; 2) Neoplasia mieloide com predisposicdo germinativa e outra disfuncao
organica 3) Neoplasia mieloide com predisposi¢do germinativa associada a

disfun¢do plaquetaria’ conforme os dados da Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo de neoplasias mieloides com predisposicdo germinativa
de acordo com a OMS

Neoplasia mieloide com predisposi¢io germinativa

Predisposiciao germinativa a neoplasia mieloide sem disturbio preexistente ou disfuncio
orginica

LMA com mutagdo germinativa de CEBPA

Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa de DDX41 *

Predisposiciao germinativa a neoplasia mieloide e distirbio plaquetario preexistente
Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa de RUNX1
Neoplasia mieloide com mutagdo germinativa de ANKRD26*
Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa de ETV6*

Predisposicio germinativa a neoplasia mieloide e outra disfunc¢io orgéinica
Neoplasia mieloide com mutacio germinativa de GATA2
Neoplasia mieloide associada as sindromes de insuficiéncia medular
Neoplasia mieloide associada aos disturbios da biologia dos teldémeros

Leucemia mielomonocitica juvenil associada a neurofibromatose, sindrome de Noonan ou
sindromes Noonan-simile

Neoplasia mieloide associada a sindrome de Down*

Fonte: Adaptado de Arber et al., 2016

*Neoplasia linfoides também sao descritas.

Algumas familias que apresentam agrega¢do familiar de SMD/LMA ndo se
enquadram nos grupos acima, € o maior acesso € o uso de técnicas de

sequenciamento genético deverdo elevar o nimero de entidades descritas nos
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préximos anos (ver Figura 1). O surgimento de consensos para investigagdo € manejo
destas sindromes, assim como a necessidade de identificar doadores de medula Ossea
aparentados que ndo apresentem a mutacao responsavel pela doenca, torna necessaria

a disponibilidade de meios de estudo e identificagdo destas alteracdes genéticas.

Bluteau et al,Ripepergger et
OMS SAMD9 E SAMDIL Narumi et al e Tesi et al
2016 Zhang et al

X

Figura1l- Ano, gene, e autor da publicagdo dos principais genes associados a
NMPG identificados nos ultimos 10 anos. Em preto, genes incorporados
a classificacao da OMS, 2016

Embora sejam raras, as apresentagdes familiares de SMD/LMA, agora
conhecidas como neoplasia mieloide com predisposicdo germinativa (NMPG),
oferecem oportunidade interessante para aprimorar o estudo das neoplasias mieloides,
seus mecanismos fisiopatoldgicos e a busca de genes responsaveis pelas alteracdes

hematopoiéticas. Acredita-se que o desenvolvimento de SMD/LMA dependa de um
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processo no qual multiplos passos estdo envolvidos e o conhecimento sobre os
mesmos propiciard novas oportunidades de tratamento em doencas com opgdes
limitadas e ainda pouco eficazes. Assim, a predisposicdo germinativa a neoplasias
mieloides pode ajudar a entender também os mecanismos fisiopatologicos das
sindromes mielodisplésicas esporadicas. Partindo de mutagdo inicial (constitucional e
herdada), como primeiro passo na oncogénese, seguindo-se de mutagdes adquiridas
(induzidas ou nao pela mutacdo inicial) que podem conferir vantagem proliferativa e
desenvolvimento do clone leucémico.

Nao existem estatisticas publicadas sobre a incidéncia de SMD no Brasil. Em
julho de 2013, o grupo de SMD pediatrico ndo discriminou nenhum caso familiar 8.
No ambulatério de citopenias do Hospital das Clinicas HC-FMUSP, 806 pacientes
foram cadastrados a partir de 1987. Em 2010, pacientes com suspeita de
predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide passaram a ser cadastrados.

O presente estudo visa a analisar do ponto de vista hematoldgico, citogenético
e molecular os pacientes do ambulatorio de citopenias do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), com suspeita de
predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide que ndo apresentavam sindrome de

insuficiéncia medular previamente diagnosticada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Estudos populacionais, valendo-se de grandes bancos de dados, foram
capazes de definir que existe um risco aumentado em familiares de primeiro grau de
pacientes com diagnéstico de neoplasia hematologica de desenvolver neoplasias
mieloides’. Com mediana de incidéncia na sétima década de vida, a presenga de
SMD em pacientes jovens € rara, estudo populacional sueco sugere que familiares de
pacientes jovens, marcadamente abaixo dos 21 anos, diagnosticados com SMD/LMA
e outras neoplasia mieloides (NM) podem apresentar risco até trés vezes maior de
desenvolver a doenga °. Em 2019, foi possivel demonstrar nessa popula¢do que os
familiares de pacientes com SMD tém risco aumentado em trés vezes quando o
diagndstico € acima dos 68 anos, e este risco aumenta em quase 12 vezes quando o
diagnodstico ¢ abaixo dos 68 anos. No grande grupo das neoplasias mieloides, foi
percebido também o aumento do risco, de acordo com a quantidade de familiares
afetados. Familias com dois ou mais membros afetados por NM tém risco duas vezes
maior dos que apresentavam apenas um familiar com risco acumulado de 4,4% °.

Basear-se somente na histdria clinica e familiar ndo parece ser suficiente para
identificar os casos de predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide. Uma vez
presente, como visto acima, podem sugerir o diagndstico de predisposi¢do
germinativa, porém sua auséncia ndo exclui o diagnostico!’. Em estudo analisando
criangas e adultos jovens portadores de sindrome mielodisplasica e anemia apléstica
apenas cerca 50% dos casos com mutagdo germinativa identificada apresentavam
historico familiar de doenga hematologica!!. Algumas explicagdes podem existir para
a auséncia de historico familiar: mutagdes germinativas de novo, no qual a mutagao
ocorre na formag¢do dos gametas, ndo sendo encontrada em células somaticas dos
pais, familias cada vez menores e sindromes com penetrancias varidveis, além da
coleta deficiente de historico familiar.

A OMS publicou os critérios que ajudam a suspeitar de predisposicao
germinativa em pacientes portadores de neoplasia mieloide. Foram eles: historia
pessoal de multiplos tumores, trombocitopenia e macrocitose precedendo o

diagnostico por muitos anos; familiar de primeiro ou segundo grau com neoplasia
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hematologica; familiar de primeiro ou segundo grau com diagnostico de tumor solido
compativel com predisposicdo germinativa (cancer de mama, em menor de 50 anos);
presenca de dismorfismos e disfun¢des organicas (alteragdo de unhas, pigmentagao
de pele, leucoplasia oral, fibrose pulmonar idiopatica, doenca hepatica ndo explicada,
linfedema, infeccdes atipicas, imunodeficiéncia, anormalidades congénitas de
membros ou baixa estatura). Além do paciente, qualquer doador de medula 6ssea que
preencha algum dos critérios mencionados também deve ser testado '2.

Mesmo em centros onde técnicas para sequenciamento em larga escala como
NGS (sequenciamento de nova geracdo) sdo amplamente disponiveis, a taxa de
identificacdo de alteracdes genéticas patogénicas, utilizando painéis contendo genes

associados a NMPG e sindromes de insuficiéncia medular varia entre 15% e 48%!3~

5. Existem diversos motivos para a falha ao identificar fatores genéticos
predisponentes que vao desde limitacdes técnicas dos testes, amostra bioldgica
escolhida ou mesmo desconhecimento do mecanismo fisiopatologico e fator causal'®.
Pacientes com historico familiar e suspeita forte, mesmo apds avaliagdo molecular
negativa devem ser considerados portadores de predisposi¢do germinativa e, assim,
aconselhados.

Nao esté clara ainda a propor¢do de pacientes com diagnostico de neoplasia
mieloide que sdo portadores de predisposicdo germinativa, a inclusdo recente desta
categoria na OMS ¢ passo importante, para que os dados futuros sejam mais
consistentes. O crescente uso de painéis para identificagdo de mutagdes somaticas
termina por ajudar a identificar mutagdes germinativas, uma vez que alguns genes
associados a predisposicao genética podem encontrar-se somaticamente mutados em

NM e fazer parte da maioria dos painéis!”-!®

, porém sera essencial distinguir entre a
origem somadtica e germinativa da mutacdo, uma vez que isso tem impacto
significativo no seguimento, tratamento e aconselhamento adequado dos pacientes e
avaliagdo de familiares em risco.

O modo mais adequado de conseguir distinguir entre uma muta¢do somatica
e germinativa ¢ a avaliagdo pareada de tecido tumoral (no caso sangue ou medula

Ossea) e tecido representativo de origem germinativa '°. Como ¢é sabido que sangue

periférico pode contaminar diversos tecidos, no momento, a origem preferencial do
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DNA ¢ a cultura de fibroblastos, uma vez que isto pode reduzir a contamina¢ao por
sangue .

Talvez o impacto mais visivel da identificagdo de predisposi¢do germinativa
seja no cendrio do transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH). Falhas de
enxertia, recorréncia de neoplasia hematologica pé6s TCTH e toxicidade exacerbada
associada ao condicionamento ocorrem em boa parte das insuficiéncias medulares e
até durante o proprio tratamento®® e sdo complicagdes ja identificadas em portadores
de NMPG?!. Mas os beneficios vdo além do cenario do TCTH. A adequada
discriminacdo de mutagdes germinativas pode ajudar a interpretar os achados de
medula 6ssea nos portadores de mutacdes germinativas, como acontece nos
portadores de mutacdes do gene RUNXI que apresentam displasia megacariocitica
sem que isto signifique evolugdo para SMD?%, podem permitir o seguimento € o
protocolo de vigilancia de familiares portadores de mutacdes e assintomaticos, além
de aconselhamento genético adequado.

A descoberta de NMPG tem implicagcdes ndo s6 ao paciente como também
aos familiares em risco. As penetrancias variadas, dados epidemiologicos ainda
escassos em uma area de estudo em franca expansdo tornam os desafios ainda
maiores. O ideal ¢ que estes pacientes sejam avaliados por especialistas no tema,
cada vez mais complexo e com niimero crescente de entidades definidas. Além disto,
mesmo com o refinamento diagnostico mais de 50% dos casos ndo podem ser
explicados do ponto de vista genético. Na auséncia de ambulatorios especializados e
com o uso crescente de amplos painéis de mutagdes somaticas e consequente risco de
descoberta incidental de mutagdes germinativas, ¢ importante que o hematologista
seja, minimamente, treinado para discutir as questdes éticas e iniciar a discussdo
sobre o que significam os resultados encontrados. Existem algumas recomendacdes
clinicas baseadas na experiéncia de especialistas e também emitidas pelas

sociedades®2°

, mas dados prospectivos ainda sdo muito escassos ou inexistentes.

O tratamento das neoplasias mieloides ainda apresenta op¢des limitadas. O
advento das técnicas de sequenciamento acaba por sinalizar sobre potenciais vias de
leucemogénese e abrir novos caminho na descoberta de novas drogas capazes de
melhorar a curta sobrevida dos portadores de SMD/LMA. As NMPG sdo uma

oportunidade de aprofundar o entendimento da leucemogénese. Depois de muitos
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anos sem novas drogas, duas novas terapias direcionadas surgiram e novas drogas
encontram-se em estudo inclusive com efeito em portadores de mutacdes
germinativas do RUNXT 2.

Abaixo, uma revisdo sobre as NMPG classificadas pela OMS e também
algumas NMPG que ndo foram incluidas, mas parecem ter relevancia, conforme os

dados da Tabela 2.

2.1 Classificacao da OMS para NMPG

2.1.1 Neoplasia mieloide com predisposicio germinativa sem disfun¢do orginica
preexistente

2.1.1.1_ LMA com mutacio germinativa de CEBPA

Mutagdes somaticas do fator de transcricdo CEBPA ocorrem entre 5% e 10%
das leucemias mieloides agudas e foram descritas em associagdo a leucemia mieloide
aguda familiar em 2004 ?’. O CEBPA, localizado no cromossomo 19q13.2, no
sistema hematopoiético ¢ expresso, primariamente, na linhagem mieloide e codifica
o fator de transcricdo que tem papel essencial na manuten¢do da célula tronco-
hematopoiética e na diferenciagdo granulocitica e monocitica?®. Com padrdo de
heranca autossdmico dominante apresenta evolugdo direta para LMA sem uma fase
de citopenias ou mielodisplasia prévias®®. Em geral, pacientes com muta¢do
germinativa do CEBPA apresentam cariotipo normal e presenca de mutagdo somatica
em segundo alelo do CEBPA. A presenca de dupla mutacdo do CEBPA esta
associada a melhor prognéstico, com altas taxas de remissdo, inclusive, apds

recaida?®-30,

2.1.1.2 Neoplasia mieloide com mutacio germinativa de DDX41

O gene DDX41, localizado no brago longo do cromossomo 5 (5q35), ¢ um
gene de supressdo tumoral que estd envolvido em, pelo menos, trés processos
intracelulares: splicing de RNA mensageiro, imunidade inata e biogénese de
ribossomos *!. Com mais de 70 familias ji descritas, vem se tornando uma das
propensdes germinativas mais descritas *'. Dois grandes estudos em populagdes ndo

selecionadas de LMA e SMD identificaram presenga da mutacdo, provavelmente,
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germinativa em quase 2,5% dos casos, fazendo com que esta seja provavelmente a
NMPG mais comum 3%3, Ela difere das demais propensdes familiares pelo tempo de
laténcia maior e mediana de idade ao diagndstico em torno de 70 anos 323, O tipo de
mutagdo pode sugerir a origem germinativa, uma vez que até o momento ndo foram
encontradas mutagdes do tipo frameshift somaticamente 2%, A necessidade de
mutagdo do alelo selvagem ou novas mutacdes somaticas indica que a
haploinsuficiéncia de DDX41 é capaz de manter a hematopoese normal®>. Do ponto
de vista clinico, além da idade mais elevada do que habitualmente encontrada nas
predisposi¢des germinativas, hd preponderancia de acometimento do sexo masculino,
aumento da predisposicdo a SMD de alto risco e LMA com caridtipo normal, medula

31,34,35

Ossea com marcada diseritropoiética e, ao contrario do que se acreditava,

aproximadamente metade dos pacientes apresenta periodo de citopenias antes do

diagnostico de neoplasia mieloide 3233,

2.2 Plaquetopenia e disfun¢io plaquetaria associada a predisposi¢do para NM

As trés entidades deste grupo (associadas a mutagdes germinativas dos genes
RUNXI, ETV6 ¢ ANKRD?26) tém em comum baixa contagem plaquetaria, plaquetas
de tamanho normal e tendéncia hemorrégica leve. Isto torna dificil a distingdo destas

entidades apenas pela apresentagdo clinica .

2.2.1 Plaquetopenia familiar com predisposicio a neoplasia mieloide

(FPD/MN) associada a mutacio do gene RUNXI

A plaquetopenia familiar associada a predisposi¢do para neoplasia mieloide
com mutacdo do gene RUNX! ¢ um disturbio autossdmico dominante, caracterizado
pela plaquetopenia, disfuncdo plaquetdria e predisposi¢do a neoplasia mieloide.
Durante o periodo embrionario, o gene RUNXI (localizado no brago longo do
cromossomo 21) produz fator de transcricdo homdnimo, que ¢é essencial para a
formagdo de células tronco-hematopoiéticas e na fase adulta participa da maturagao
de megacariocitos e linfocitos B e T 3. Dois mecanismos basicos estdo implicados
na FPD/MN: haploinsuficiéncia e efeito dominante negativo. Aparentemente, todas as

mutacdes apresentam o mesmo efeito na emergéncia da célula tronco-hematopoiética
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e diferenciagdo megacariocitica 37, mas os precursores granulociticos apresentam
maior taxa proliferativa e instabilidade genomica que induz a um estado pré-
leucémico, quando os niveis de RUNXI1 estdo muito baixos, como os que sdo
observados em mutagdes com efeito dominante negativo’®.

Pelo menos, 70 familias com mutagdo germinativa do gene RUNXI/ e NM
foram descritas®®. Neoplasias mieloides sdo mais comuns, mas casos de LLA 40 ¢
até casos de tricoleucemia ja foram reportados *°. O risco estimado de neoplasia
hematologica varia entre 35% e 40% nas familias. LMA e SMD sdo as mais
prevalentes, seguida de LLA-T. A idade de apresentacdo varia entre 6 e 72
anos 374042

Quando anormalidades fisicas ou outras disfungdes estdo presentes, ¢
provavel que haja ndo s6 a dele¢do do gene RUNXI (que tende a ser uma delegao de

44,45

novo) como também a delecdo de genes adjacentes***. Deve-se salientar que a

trombocitopenia ndo ¢ evento onipresente nesta entidade, casos sem histdrico prévio
de sangramento ou citopenias ja foram descritos 384647,

O diagnostico propriamente dito de SMD pode ser um desafio, visto que
estudos recentes mostram que displasia megacariocitica pode estar presente na

22,45

auséncia de sindrome mielodisplasica , reforcando a necessidade de estudo da

medula basal.

2.2.2 Neoplasia mieloide com mutacio germinativa de ETV6 ou

trombocitopenia 5

A associacdo entre mutacdo do ETV6, plaquetopenia e predisposi¢do a
neoplasia hematologica com casos de neoplasia mieloide e leucemia linfoide aguda
B foram descritas pela primeira vez em 2015 por Zhang e colegas®®, com
aproximadamente, 18 familias reportadas até o momento®. Bem conhecido como
gene afetado em translocagdes balanceadas em leucemias linfoide e mieloide, o
ETV6 esta localizado no brago curto do cromossomo 12 (12p13.2) e faz parte da
familia de genes ETS (“E26 transformation-specific”) de fatores de transcricdo com
fungdo repressora de transcri¢do®, tem papel relevante na manutengdo de célula
tronco-hematopoiética®!, na regulagio de megacaridcitos e plaquetas e como

supressor tumoral*-°, Ocorre penetrancia quase que completa de plaquetopenia nos
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portadores de mutagdes do ETV6, a tendéncia a macrocitose® ndo é um achado
consistente ¢ ha aumento de células CD34+ circulantes™. Embora as neoplasias
mieloides sejam descritas, hd neste grupo maior incidéncia de leucemia linfoide

aguda (LLA), em particular, LLA-B %,

2.2.3 Neoplasia mieloide com mutacio germinativa de ANKRD26 ou

trombocitopenia 2

A trombocitopenia 2, também caracterizada por plaquetopenia, com plaquetas
de tamanho normal e aumento do risco de neoplasia hematoldgica, teve sua
associa¢do com mutag¢do do gene ANKRD26 descrita em 20114, Localizado no brago
curto do cromossomo 10 (10p12.1), a mutagdo na regido 5’UTR interfere na
interagdo com outros fatores de transcri¢do, como o RUNXI.

Clinicamente, ha aumento de risco para neoplasia mieloide, em particular, de
LMA de até 25 vezes em relagdo a populagdo sem mutagdo °*. Alguns pacientes tém
resposta parcial ou aumento transitorio de plaquetas durante quadros infecciosos .
Na medula 6ssea, chama atencao a dismegacariopoiese com elementos hipolobados e

imaturos, além de micromegacariocitos >*>°,

2.3 Neoplasia mieloide com predisposicio germinativa e disfuncio de outros

orgaos

2.3.1 Neoplasia mieloide com mutacio germinativa do gene GATA?2

A sindrome de deficiéncia de GATA2 ¢ doenca autossomica dominante
associada a mutagdo do gene GATA2 (3q21.3) que pode levar a imunodeficiéncia,
insuficiéncia medular, doenga pulmonar, vascular ou linfitica’’ em combinagdes e
espectros clinicos variados. Sua associagdo com imunodeficiéncia e sindrome
MonoMac (monocitopenia e infec¢do micobacteriana), inicialmente, foi descrita em
2011 %%, O GATA2 ¢é um fator de transcrigdo que estd associado a manutengdo e
proliferacdo de células tronco-hematopoiéticas, cuja expressdo declina com a
maturacgdo da célula e faz parte de um intricado mecanismo de regulacdo com outros
fatores de transcri¢do como o RUNX7%. E uma das sindromes de predisposi¢io a

neoplasia mieloide mais comum e apresenta com espectro clinico variavel, porém,
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talvez a mais facilmente identificavel na pratica clinica. Em coorte europeia que
analisou 426 criancas e adolescentes com SMD primaria, a mutagdo germinativa do
GATA2 foi responsavel por 7% de todos os casos e 14% dos casos avangados.
Quando analisados os pacientes com monossomia 7, estava presente em 37% dos
casos € em até 72% dos adolescentes com monossomia 7 6!

A identificagdo destes casos ¢ importante para evitar terapéuticas
desnecessarias como imunossupressao nos pacientes portadores de medula Ossea
hipocelular, ou quimioterapia de indugdo de leucemia aguda. Alguns especialistas
sugerem transplante de medula Ossea como Unica forma curativa e,
preferencialmente, antes de evolu¢do clonal com monossomia 7 e progressao para
SMD com excesso de blastos®?. Além do risco de SMD/LMA, apresenta maior risco
de tumores solidos associados a infec¢do pelo HPV 7. Os dados da Tabela 2 listam

as possiveis manifestagdes clinicas de mutagdo do GATA2.

Tabela 2 - Manifestagdes clinicas possiveis em portadores de sindrome de
deficiéncia do GATAZ2 e alteragdes citogenéticas adquiridas recorrentes

Hematologicas Infecciosas Outros Sistemas Citogenéticas
SMD/LMA Verrugas por HPV Linfedema Monossomia 7
. . Infecgd . .
Monocitopenia niecgoes por Surdez trissomia 8
micobacterias
. PV Proteinose alveolar . .
Monocitose Infecgdes fungicas trissomia 21

pulmonar

Diminui¢ao do numero de
células B e seus

Manifest¢des auto-imunes

Infecgao recorrente de (paniculite, hipotireoidismo, der(1;7), +1q, -7q

via aérea superior

precursores lupus simile)
Diminui¢ao do numero de Tumores so6lidos associados
células NK a infec¢do por HPV

Cancer de mama

Trombose venosa profunda

2.3.2 Neoplasia mieloide associada a sindromes de insuficiéncia medular

2.3.2.1 Anemia de Fanconi
A anemia de Fanconi (AF) ¢ a insuficiéncia medular mais comum e,

provavelmente, a mais estudada. Tem cerca de 21 subtipos genéticos identificados, a
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maioria de padrao autossomico recessivo com excecao de duas, FANCB e FANCR,
que apresentam heranga ligada ao X e autossomico dominante, respectivamente 3.
De fenotipo variado, seu diagnostico exige suspei¢do clinica, mas cerca de 60% dos
casos apresentam anormalidades fisicas. As mais comuns sdo baixa estatura e
alteracdes de pigmentagdo da pele conhecidas como manchas café com leite, que
ocorrem em, aproximadamente, 40% dos casos %. Portadores de anemia de Fanconi
apresentam risco elevado de insuficiéncia medular (em geral o primeiro evento),
leucemia e tumores solidos, com risco acumulado de 50% para insuficiéncia medular
ao longo da vida ®*. O fenotipo hematoldgico pode variar no curso da vida em razio
do fendmeno de mosaicismo somatico 4. A via AF, também conhecida como a via
FA-BRCA, ¢ uma via bioquimica que tem a fun¢do de coordenar a resposta ao dano
do DNA®. O diagnodstico, habitualmente, é confirmado pelo teste de fragilidade
cromossomica em cultura de linfocitos com agentes clastogénicos, em particular, o

diepoxibutano (DEB).

2.3.2.2 Neutropenia congénita grave (NCG)

Neutropenia congénita grave ¢ uma doenca rara com prevaléncia estimada de
2-8 casos por milhdo de individuos®, que se caracteriza por um quadro de
neutropenia grave, parada de matura¢do da série granulocitica e risco acentuado de
SMD/LMA®?) sem dismorfismos®. Seu principal diagnostico diferencial ¢ a
neutropenia congénita ciclica que cursa com recorréncia de neutropenia a cada 21
dias e compartilha mutagdes no mesmo gene. Com o uso do fator de crescimento
estimulador da coldnia de granulécitos (GCSF) e antibioticoterapia, houve reducao
da mortalidade por infecgdes graves®®. Portadores de NCG apresentam risco
acumulado de incidéncia de LMA/SMD de, aproximadamente, 20% que tende a ser
maior quanto maior for o uso de GCSF ®. E uma doenga heterogénea do ponto de
vista molecular e seu padrdo de heranca varia conforme o gene acometido, as
mutagdes do gene ELANE correspondem a 50% dos casos®’ e tém padrio
autossomico dominante. Os genes HAXI, WAS, G6PC3, GFII também estdo

64, 67

associados a neutropenia congénita grave . Estudo que investigou 31 casos de

NCG mostrou que os pacientes que evoluem para leucemia mieloide aguda
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apresentam taxas elevadas de mutacdes somaticas dos genes CSF3R (80,5%) e

RUNXI (64,5%) ©.

2.3.2.3 Sindrome de Shwachman-Diamond (SDS)

A sindrome de Shwachman-Diamond é uma doenga autossdmica recessiva
caracterizada, sobretudo, por insuficiéncia medular e insuficiéncia pancreatica, mas
alteracdes Osseas, endocrinologicas e neurologicas fazem parte do amplo espectro
clinico. Rara, apresenta incidéncia 1 a cada 76 mil habitantes 7°. Esta associada a
mutagdo do gene SBDS, localizado no brago longo do cromossomo 7 (7qll), em
mais de 90% dos casos %, porém novos genes, que também estdo envolvidos com a
biologia dos ribossomos, foram descritos recentemente em associagdo a fendtipo
semelhante. Dentre eles, a mutacdo autossomica recessiva do gene DNAJC21,
localizado no cromossomo 57!, Ha uma preponderincia de casos do sexo masculino e
risco aumentado para SMD e LMA, com risco estimado em 20%. Alteragdes

citogenéticas adicionais mais frequentes sdo o isocromossomo 7q e del 20q 7.

2.3.2.4 Anemia de Diamond-Blackfan (DBA)

A anemia de Diamond-Blackfan caracteriza-se por um padrdo de heranga
autossdmico dominante e aplasia pura de série vermelha com graus de dismorfismo
variaveis. Estd associada a mutagdes dos genes que codificam subunidades
ribossomicas (RPS19, RPSI17, RPS24, RPL35A, RPL5 e RPLII) em,
aproximadamente, 50% dos casos®® 72, Mas casos com fenotipo semelhante com
mutagdes do gene GATAI também foram relatados’>. Com diagnostico
habitualmente realizado no primeiro ano de vida, em alguns pacientes com formas
mais brandas da doenga, esta pode se apresentar na fase adulta’>. Levantamento
realizado pelo registro norte americano de DBA mostrou aumento expressivo do
risco de cancer, em particular, sindrome mielodispldsica com razdo entre o
observado e esperado de 352 para SMD, 49 para carcinoma de colon, 42 para

sarcoma osteogénico e 29 para LMA’4,

2.3.3 Neoplasia mieloide associada a distiirbios da biologia do telomero
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A disqueratose congénita ¢ uma doenga associada a biologia dos telomeros,
parte do grupo das insuficiéncias medulares classicas, ha um padrdo de heranga
ligado a0 X quando associado a mutacdo do gene DKCI. Possui fendtipo
proeminente, inicio de sintomas na infincia, com meninos apresentando
anormalidades cutineas (leucoplasia, distrofia ungueal e manchas hipopigmentadas),
insuficiéncia medular e predisposi¢do ao cancer 7> 7, As telomeropatias associadas a
mutagdes do TERC/TERT, por sua vez, sdo autossomicas dominantes, tém
associagdo com fibrose pulmonar e cirrose . porém, com fendtipo mais brando e
identificagdo mais tardia’’> 78, Existe um fendmeno de antecipagdo com a doenga

tornando-se mais precoce e grave no decorrer das geragdes 6.

2.3.4 Leucemia mielomonocitica juvenil associada a neurofibromatose,
sindrome de Noonan ou doencas Noonan-simile

A leucemia mielomoniocitica juvenil (LMMJ) ¢ uma neoplasia mieloide
caracteristica da primeira infancia com 90% dos casos, apresentando mutagdes nos
genes PTPNI1I, NRAS, KRAS, NFI ou CBL. Dois subtipos sdo considerados de
origem germinativa: o associado a neurofibromatose tipo 1 e os associados a
sindrome CBL”. Além destes, os pacientes com a sindrome de Noonan
(dismorfismo facial, cardiopatia congénita e déficit cognitivo variavel) que
apresentam mutagdo PTPNI1, tém risco de desenvolver a doenga. As criangas com
neurofibromatose tipo 1 t€m um risco estimado 200-350 vezes maior que aquelas nio
portadoras *°.

O manejo varia muito confome o tipo de mutacdo encontrado. LMMJ com
mutagdes somaticas do PTPN11 apresenta evolugdo rapida e alta letalidade 7, mas,
nos casos de sindrome de Noonan com muta¢des germinativas do mesmo gene
parece haver uma tendéncia a casos mais brandos e assim como naqueles com
mutagdo do gene CBL a observagio clinica estd indicada’-8!. Em relagdo a evolugio

clonal citogenética, a monossomia do 7 ocorre em 25% dos casos .

2.3.5 Neoplasia mieloide associada a sindrome de Down
Os portadores de sindrome de Down apresentam risco aumentado para o

desenvolvimento de leucemia. Nas criangas menores de 5 anos, pode chegar a ser
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150 vezes maior do que nas criangas ndo portadoras. A Organizacdo Mundial de
Saude reconhece duas entidades associadas a sindrome de Down: a mieloproliferagao
anormal transitoria associada a sindrome de Down e a LMA associada a sindrome de
Down que correpondem a 20% de todos os casos de SMD/LMA em pediatria®®.
Mutagdes somaticas do fator de transcricdo GATA1 estdo associadas a ambas as
entidades e presentes em todos os casos. No entanto, a presenga apenas de mutagao
de GATAI de modo isolado ndo justifica os casos de leucemia que, em geral, sdo

precedidos de SMD %2,

2.4 Outras NMPG ainda nio classificadas pela OMS

2.4.1 Anemia aplastica familiar com mutac¢io do gene SRP72

Com apenas duas familias descritas at¢é o momento, a mutacdo do gene
SRP72 (localizado em 4ql2) esta associada a insuficiéncia medular (anemia
aplastica/SMD) com segregagdo autossdmica dominante. Em uma das familias, foi
identificada ainda surdez congénita. Tem importancia, j& que abre novo mecanismo
fisiopatologico para a insuficiéncia medular: a translocacdo de proteinas e seu

processamento 53

2.4.2 SAMDY e SAMDYIL

SAMDY e SAMD9YL sao genes adjacentes localizados no brago longo do
cromossomo 7 que apresentam fun¢do repressora de proliferagdo celular (supressora
tumoral). Recentemente, foram descritas duas sindromes: 1) Sindrome de ataxia e
pancitopenia com mutagdo com ganho de fun¢do do SAMDYL, com padrao
autossomico dominante, leva a citopenias, imunodeficiéncia, SMD e sintomas
neurologicos com disfungdo cerebelar 34, 2) Sindrome MIRAGE (mielodisplasia,
infeccdo, restricdo de crescimento, hipoplasia adrenal, alteragdes genitais e
enteropatia) associada a mutagdo com ganho de fungdo do SAMDY 3. Ambas
apresentam evolu¢do para SMD com monossomia do 7, provavelmente, decorrente
de adaptagdo a condicdo de restricao de crescimento levando a uma adaptacdo por

aneuploidia 3* 86, Ndo é incomum que os pacientes apresentem mutagdes somaticas
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capazes de reverter o fenotipo por meio de mosaicismo, sendo necessario maior

cuidado na avaliagdo de doadores de medula Ossea 4.

2.4.3 ATG2B/GSKIP

A duplicagdo da regido 14q32 e a duplicacdo dos genes ATG2B/GSKIP estiao
correlacionadas a propensdo a neoplasia mieloproliferativa cronica, em particular,
trombocitemia essencial com risco de progressdo para mielofibrose e leucemia
aguda. Nas quatro familias descritas por Saliba et al. 87, o0 paciente mais jovem com
diagnédstico de neoplasia mieloide tinha 29 anos. Recentemente, porém, Babushok et
al. relatam familia com duplicagdo da mesma regido cromossdmica, porém, sem
apresentar a duplicacdo A7G2B/GSKIP. Em comum com o descrito por Saliba et al.,
apresentava apenas duplicagdo do gene TCL 8. A identificagdo de mais familias

poderd ajudar a definir qual serd a importancia destas mutagoes.

2.4.4 Sindrome associada ao MECOM

Situado no braco longo do cromossomo 3, o gene MECOM (complexo MDSI1
e EV1) foi implicado por grupos diferentes como gene responsdvel por uma
insuficiéncia medular caracterizada, sobretudo, mas ndo obrigatoriamente, por
trombocitopenia amegacariocitica e sinostose radioulnar. De espectro clinico
variavel, foi descrita em, pelo menos, 16 pacientes até o momento '8 Est4 sendo
proposta que seja incluida como sindrome de predisposicdo a neoplasia
hematologica, ja que foi observada nos casos de SMD e LMA em associacdo com a

sindrome %°.

2.4.5 Sindromes de predisposi¢io ao cancer

Algumas sindromes de predisposi¢cdo ao cancer aumentam o risco de tumores
solidos, assim como neoplasias hematologicas. Deste grupo, fazem parte a sindrome
de Li Fraumeni (associada a mutacdo do 7P53); a sindrome de Lynch associada a
mutagdes dos genes de reparo MLHI, MSH2, MSH6 ou PMS2 que aumentam ndo s6
o risco de cancer de colon como também a neoplasias hematologicas,

1

particularmente, de origem linfoide °! e a sindrome de atelectasia/telangiectasia,

associada a muta¢do do gene ATM *2.
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Tabela 3 - Principais sindromes de predisposicao a neoplasias mieloides

Padréo de Neoplasia/manifestagéo Alteragao
Doenga Gene Localizagédo Fisiopatologia - fenétipo Citogenética/molecular
Heranga hematolégica s s
adicional
Plaguetopenia/ Disfungéo
Plquetopenia familiar placél:\/leltjarla Outras anormalidades em
com propensao a RUNX1 21q AD Fator de transcrigo LMA geral associadas a delegao
neoplasia mieloide de outros genes adjacentes
LLA-T
Linfoproliferacées
Plaquetopenia
Trombocitopenia 2 ANKRD26 10p12.1 AD Fator de transcrigdo D'Sf“”@afhﬁ/'fq“em”a Nao apresenta
SMD
Plaguetopenia
Trombocitopenia 5 ETV6 12p13.2 AD Fator de transcrigéo LLA-B Néo apresenta
SMD/LMA
Regulagao de Normal
Mutag&o do CEBPA CEBPA 19913.1 AD i gulagdo LMA Né&o apresenta Mutag&o adquirida em alelo
ranscrigao
selvagem
SMD
SMD/LMA associada & DEADH-BOX helicase Diseritropoiese <
mutagao DDX41 bDX41 535 AD “Slicing” RNAM Eritroleucemia Néo apresenta
Plaguetopenia
Linfedema
Mutacio aerminativa SMD Surdez neurosensorial
G409 GATA2 3921.3 AD Fator de transcrigéo SMD hipocelular Micobacteriose atipica Monossomia 7
GATA2 .
LMA Proteinose alveolar

Verrugas

continua
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Tabela 3 - Principais sindromes de predisposicao a neoplasias mieloides (continuacao)

Padréo de Neoplasia/manifestagéo Alteragao
Doenga Gene Localizagédo H Fisiopatologia - fenétipo Citogenética/molecular
eranga hematolégica s
adicional
FANCA,FANCB, 16024.3, Xp22.2,
FANCC, FANCD1, 9¢22.32, 13g13.1,
F éz’ﬁg E E nggb_ ?%?43368‘%133; ; Baixa estatura, alteragao de
: ' b=l AR Insuficiéncia medular pigmentagao de pele, B B
Anemia de Fanconi FC\?\I%%?AAAI[\I%]N Hgg?; gg?gg Exceto FANCB(LX) Reparo de DNA SMD alteragdes renais, ttrrilssssggig ;!q#:sgsg'%éq%
e FANCR (AD) LMA microcefalia,
FANCO, FANCP. , 17922, 16p13.3, y
FANCQ, FANCR, 16p13.12, 15q15.1, alteragoes osseas
FANCS, FANCT, 17921.31, 1932.1,
FANCU, FANCV 7936.1, 1p36.22
19p13.3, Aumento de apoptose
Neutropenia congénita IEEQTEGGG:& 1p22.1 ﬁg (LA, T, (ELANE), modificador SMD Neutropenia grave desde
, (HAX1, G6PC3) . P
Grave WAS 1921.3, 17g21.31 LX (WAS) de hlstonag € repressor LMA infancia
Xp11.23 de transcrigao(GFI1),
Neutropenia, trombocitopenia BT AR Gl
Schwachman-Diamond SBDS, DNAJC21 7q11.21, 5p13.2 AR Biologia dos ribossomos anem}a aplastica ’ metafasica, insuficiéncia i(7q), monossomia 7 ou der(7)
pancreatica exdcrina
RPS24, RPL35A, RPLS, 320 ~AErdet
AL RS IR Zp 25 3 !F1)2 .13 2 ! Biologia dos Fascies tipica, alteragao e
RPS10, RPL1S, o131 2009 AD ribossomos, fator de e
Diamond Blackfan  RPL23, RPL27, RPL31, 12 217 21 a1 exceto GATATe  transcriio (GATA1), via  aplasia pura de serie vermelha altgra ges’ “ tratg o
RPL36, RPS15, RPS27, 1‘412: 1% a3 TSR2 (LX) de apoptose ¢ e 9
RPS27A, RPS28, qi’.z, 19p13.3, NFKB(TSR2)

Insuficiéncia medular
associada a biologia dos
telomeros

RPS29 GATA1,
TSR2

TERC, TERT, TINF2,
RTEL1, NOP10, NHP2,
WRAPS53, CTC1, DKCT1,

ACD, PARN, NAF1,

STN1

1621.3, 2p16.1,
19p13.2, 14621.3,
Xp11.23, Xp11.22

3926.3, 5p15.53,
14911.2, 20q13.33,
15q14-q15, 5335.5,

5q35.3; 17p13.1,

17p13.1, Xq28,
16922.1, 16p13.12,
4¢32.2, 10q24.33

AD (TERT, TERC,
TINF2, RTEL1
AR(NOP10, NHP2,
WRAP53, RTEL1,
TERT, CTC1)
DKC1 (LX)

Biologia dos telémeros

SMD, LMA, insuficiéncia
medular, telonero curto

Distrofia ungueal, fibrose
pulmonar e/ou hepatica,
leucoplasia

continua
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Tabela 3 - Principais sindromes de predisposicao a neoplasias mieloides (conclusio)

Doenca G Localizagdo Padrao de Fisiopatologia Neoplasia/manifestagao fenétipo Citol eﬁt!ett?c::fniglecular
eng ene calizag Heranga Istop 9! hematolégica enotip genelic:
adicional
. NF1: neurofibromas,

LMMJ associada a 17911.2, mieloptgﬂfhg:étisgiggﬁ e manchas café com leite, Monossomia 7
m,eurooflbromatose ou NF1, PTPN11, CBL 12924.13, AD Alteragdo da via RAS de Nonnan (na maior das vezes tumores d9 nervo OpItICO iso (1) (CBL)
sindrome de Noonan 11923.3 o Noonan: cardiopatia

transitoria) Py
congénita
Aquisicdo somatica de
Y mutacdo GATA1, . P Facies tipica, hipotonia
Neoplasia mieloide . . . x doenca mieloproliferativa ) . -
SR trissomia cromossomo . . aumento da proliferagéo s muscular na infancia, deficit . .
associada a sindrome de trissomia 21 . transitoria " C trissomia 8/ GATA1
21 de progenitores cognitivo, cardiopatia
Down o SMD/LMA :
megacariciticos e congenita
eritroides no figado fetal
MIRAGE (infecgdes,

restricdo de crescimento,

Controle de proliferacéo e R adrenlall

SAMD9/SAMDIL SAMDY/SAMDIL 7q AD SMD malformagdes genitais, Monossomia 7
celular. Endossomos I e
enteropatia)/ Sindrome de
ataxia e pancitopenia com
ataxia cerebelar
Aplasia e mielodisplasia Anemia aolastica
familiar associada a SRP72 4q12 AD Processamento proteico p Surdez congenita
x SMD
mutagdo SRP72
Aumento de expressao
leva a maior NMPC
ATG2B/GSKIP ATG2B/GSKIP 14932 AD sensibilidade de LMA JAK2, MPL, CALR
megacariocitos a
trombopoetina
Fator de transcrigao, ) ) sinostose radio-ulnar,
Regulagéio da trombocitopenia g al
MECOM MECOM 3q26.2 AD 9 amegacariocitica, insuficiéncia surdez neurosensorial,

renovagao de células
tronco hematopoiéticas

medular

malformagéo dssea em
méos, cardiopatia
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos principais

a) Identificar e caracterizar os pacientes com suspeita de neoplasia mieloide
com predisposi¢do germinativa do ambulatorio de citopenias do Hospital
das Clinicas da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), sob o ponto de

vista clinico, hematolégico e molecular.

b) Identificar as mutagdes genéticas constitucionais relacionadas a

predisposi¢do germinativa a neoplasia mieloide.

3.2 Objetivo secundario

a) Caracterizar a evolugdo clonal citogenética e/ou molecular em pacientes

com mutagdo germinativa identificada.



4 Métodos
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4 METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Estudo de série de casos de pacientes do ambulatério de citopenias do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP).

4.2 Casuistica

4.2.1 Critérios de inclusao

Pacientes cadastrados no ambulatorio de citopenias do HC-FMUSP entre
01/01/2010 e 31/12/2018 e seus familiares de primeiro e/ou segundo grau
selecionados de acordo com os seguintes critérios de suspeicdo para predisposicao
germinativa para neoplasia mieloide:

a) Diagnéstico de leucemia mieloide aguda (LMA) ou sindrome
mielodisplasica (SMD) e familiares de primeiro grau ou segundo grau
também com diagnodstico de LMA, SMD, leucemia linfoide aguda ou
trombocitopenia

b) Pacientes com histdria pessoal ou familiar de citopenias (definidas como
contagem de plaquetas inferior a 100x10°%/L, neutrofilos <1.5x10%/L,
Hemoglobina <100g/L) sem causa conhecida e/ou histérico de

sangramento, linfedema ou infec¢des por micobactérias atipicas.
4.2.2 Critérios de exclusio
Pacientes com diagnéstico prévio de neoplasia hematologica associada a

sindromes de insuficiéncias medulares classicas como anemia de Fanconi e

disqueratose congénita.
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4.2.3 Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (CAAE: 36392014.2.0000.0068) e pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
os pacientes e seus familiares em primeiro ou segundo grau eram submetidos a
avaliag@o clinica e laboratorial. Caso o paciente ou seu familiar em primeiro grau
fosse menor de idade, era obtido o Termo de Assentimento Especifico conforme a
faixa etaria do paciente (entre 7 e 11 anos ou entre 12 e 17 anos), além de TCLE dos
responsaveis legais. Criancas menores de 7 anos tinham apenas este Ultimo termo

assinado pelos pais (Anexos 1-7).

4.2.4 Financiamento

Financiamento proprio e por meio de bolsa do Programa de Doutorado

Sanduiche no Exterior (PDSE/CAPES/88881.188484/2018-01).

4.2.5 Avaliacao clinica

Consistiu em histérico pessoal e familiar detalhado, de acordo com o
questiondrio especifico adaptado do questionério elaborado por Churpek e Godley!”

(Anexo 8).

a. Hemograma completo, contagem de reticulocitos e eletroforese de
hemoglobina (Laboratério de Anemias do Servico de Hematologia e
Hemoterapia do HC-FMUSP);

b. Sorologias para infec¢cdes virais (hepatite B, Hepatite C e HIV) que
podem se associar a citopenias e funcionar como fator confundidor na

analise dos dados (Laboratério Central do HC-FMUSP); e
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C.

Teste de agregagdo e funcao plaquetaria (Laboratério de Hemostasia do
Servigo de Hematologia e Hemoterapia do HC-FMUSP) nos casos de

plaquetopenia familiar.

4.2.7 Analise molecular e citogenética

4.2.7.1 Testes citogenéticos

Seguiram os protocolos de rotina clinica do Laboratério de Citogenética do

Servico de Hematologia HC-FMUSP.

a.

Citogenética convencional para neoplasia hematoldgica: Caridtipo
realizado utilizando amostras de medula 6ssea (cultura de 24 a 48 horas
sem adi¢do de agentes mitéticos), com bandamento GTW. Utilizado
protocolo padrdo da rotina clinica do laboratorio de citogenética,
previamente descrito °*. Resultado reportado de acordo com nomenclatura
internacional  “International  system  for  human  cytogenomic
nomenclature” (ISCN 2016);

Teste com Diepoxibutano (DEB Teste) em amostra de sangue periférico
conforme padronizado no laboratério de Citogenética de Servico de
Hematologia HC-FMUSP para afastar fragilidade cromossomica e
anemia de Fanconi. Método descrito em sua totalidade por Caputo *4;
Hibridagdo in situ por fluorescéncia com o uso de sonda para o gene
RUNXI para os pacientes com suspeita de plaquetopenia familiar com
predisposicdo a neoplasia mieloide (E7TV6-RUNXI, ES DC, Abbott-
Vysis, Downers Grove, IL, USA), conforme método de padronizacao

previamente definido por Leal .

4.2.7.2 Testes moleculares

4.2.7.2.1 Tecido de origem de material gendomico

Os testes moleculares foram realizados em amostras de DNA gendmico,

obtidos de sangue periférico (SP), medula 6ssea (MO) ou swab de mucosa oral.
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4.2.7.2.2 Extraciao de DNA

a. Sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO)

O material genético dos individuos foi extraido a partir dos leucocitos por
meio do QIAamp® DNA Blood Mini Kit (250) (Qiagen®) conforme protocolo do
fabricante com algumas modificagdes.

Em um tubo de 1,5 mL devidamente identificado, foram misturados 20 pL de
Protease com 200 pL de sangue periférico total. A seguir, a mistura era
homogeneizada e eram adicionados 200 pL do Buffer AL.

O tubo era vortexado por 15 segundos, incubado a 56°C durante 10 minutos,
para lise da membrana celular e nuclear, e centrifugado brevemente. A seguir, eram
adicionados 200 pL de etanol absoluto e novamente homogeneizado no vortex e
centrifugado.

A mistura era entdo aplicada na coluna de extragdo e centrifugada a 8000 rpm
por 1 minuto, para ligagdo do DNA a membrana da coluna. Terminada a
centrifugac¢do, o tubo contendo o filtrado era descartado e a coluna transferida para
um novo tubo de 2 mL.

No novo tubo contendo a coluna, eram adicionados 500 pL. de tampao de
lavagem Buffer AW2 e o tubo centrifugado a 14000 rpm durante 3 minutos. A
coluna era transferida novamente para um novo tubo de 1,5 mL e eram adicionados
100 puL de Buffer AE, para elui¢do do DNA. O tubo era incubado durante 5 minutos,
centrifugado a 8000 rpm durante 1 minuto e a coluna era descartada.

A qualidade e concentracdo das amostras de DNA foram determinadas por
meio do gel de eletroforese a 1,5% e pela leitura da absorbancia no
espectrofotometro NanoVue® (GE Healthcare Life Sciences) e as aliquotas de DNA

eram armazenadas em freezer a -20°C até o momento dos experimentos.

b. Swab de mucosa oral

Material de mucosa oral era coletada sob supervisdo utilizando o kit
ORAGENE® DISCOVER 575/ OGR utilizando o protocolo de precipitagio de DNA
com etanol e o reagente prelT®eL2P conforme protocolo do fabricante com algumas

modificagdes.
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As amostras armazenadas no tubo do kit DNA Genotek foram
homogeneizadas invertendo algumas vezes o tubo. A seguir, foram colocadas em
uma estufa a 500C por pelo menos 2 horas. O contetdo de cada tubo foi distribuido
em até¢ 6 tubos Eppendorf de 1,5mL (cada um contendo 500 pL. da amostra)
devidamente rotulados com identificacdo. Foi entdo adicionado 20 uL de PT L2P a
cada tubo de eppendorf e o mesmo foi invertido algumas vezes. A amostra foi
incubada no gelo por 10 min. Apds a incubagdo, os tubos foram centrifugados a
temperatura ambiente (22-25°C) durante 5 min a 15.000g (g = rcf) e mantido em
temperatura ambiente apds a rotacdo. Usando ponteiras largas (“wide”), o
sobrenadante claro foi cuidadosamente transferido para um tubo Eppendorf novo. Os
tubos contendo o precipitado foram descartados. Em sequéncia foram adicionados
500 pL de etanol a 100% a cada tubo de Eppendorf com o sobrenadante claro, os
tubos foram invertidos suavemente pelo menos 10 vezes para garantir a mistura dos
conteudos. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10 min para
garantir precipitacdo completa do DNA e novamente colocados em centrifuga em
uma orientacdo conhecida em temperatura ambiente por 5 min e rotacdo de 15.000g
(rcf). O pellet formado foi preservado e o sobrenadante descartado. Adicionado
novamente 250 pL de etanol a 70% ou 75% para lavar o sedimento e centrifugado a
15.000g (rcf) por 1 min. A seguir foi removido o maximo de etanol usando a pipeta,
sem perturbar o pellet, que foi deixado em temperatura ambiente para secar por pelo
menos 10 min ou o tempo necessario para que estivesse completamente seco. Por
fim, o pellet foi ressuspenso em 50-100 pL de TE 10mM (pH 7,5-8,0) e incubado em

temperatura ambiente durante a noite e armazenado a -20°C.

2.7.2.3 Técnicas

a. Hibridac¢do Genémica Comparativa (“Comparative Genomic
Hybridization on microarrays — CGHarray”): foi realizada em amostras de DNA
obtidas de material de medula Ossea e sangue periférico, utilizando plataforma
customizada 180K (OGT Technologies), contendo 618 genes associados a cancer.
Pool comercial de individuos saudaveis foi utilizado como DNA referéncia

(Promega, Madison, WI, EUA). Purifica¢do, hibridacdo e lavagem foram realizadas
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de acordo com as normas do fabricante. As imagens dos arrays foram processadas
usando o feature extraction software (v9.1) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

EUA). (Universidade de Sao Paulo, Instituto de Biociéncias).

b. “Single Nucleotide Polymorphism microarray” (SNP array): foi
realizado em amostra de DNA de sangue periférico de paciente, utilizando Cytoscan®
array 750K que detecta a variacdo do nimero de copias (CNV) no genoma por meio
de polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP). O kit contém cerca de 750 mil sondas
capazes de avaliar marcadores polimorficos (avaliam SNP e perda de
heterozigosidade) e ndo polimorficos (avaliam variagcdes de numero de copias). Com
esta metodologia, foram consideradas perdas acima de 150 kb, e para delegoes em
genes sabidamente associados a NMPG, todas as alteragdes foram consideradas
independente de seu tamanho. A técnica foi realizada conforme descrita pelo
fabricante. O resultado foi descrito de acordo com a nomenclatura internacional
“International system for human cytogenomic nomenclature” (ISCN 2016). (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) (Laboratorio de citogendmica- Hospital Israelita
Albert Einstein).

c. MLPA (“Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification™) para
SMD familiar: realizados em amostras de DNA de material de sangue periférico ou
mucosa oral. O kit SALSA MLPA P437 Familial MDS-AML probemix (MRC-
Amsterdam, Holland) contém um total de 42 sondas para a deteccdao das aberragdes
do niimero de copia dos genes GATA2 (3q21.3), TERC (3q26.2), TERT (5p15.33),
CEBPA (19q13.11) e RUNXI (21g22.12) e duas sondas especificas de mutacdo
pontuais para GATA2 (1061C > T e 1192C > T) e 13 sondas de referéncia que
detectam 13 diferentes localizagdes cromossOmicas autossdmicas, que sao
relativamente estdveis em amostras de portadores de SMD e LMA. O método que ¢
particularmente util na detec¢do de variagdo do nimero de copias, foi realizado
conforme protocolo do laboratorio de citogendmica previamente descrito por Zanardo
©3. De modo resumido, a técnica consiste em amplificagdo de sondas ligadas ao
DNA alvo, denaturagdo do DNA e hibridacao das sondas as regides complementares

do DNA, reacdo de ligagdo entre parte das sondas, reacdo de PCR, separacdo por
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eletroforese capilar dos produtos amplificados e posterior andlise dos dados.

(Laboratorio de Citogendomica do LIM 03 FMUSP).

d. Sequenciamento direto (Sanger) pela técnica de terminagdo da cadeia
(Laboratorio de Biologia Tumoral do Servigo de Hematologia do HC-FMUSP,
Laboratério de Imuno-hematologia avancada do HC-FMUSP, Godley Laboratory
University of Chicago). Esta técnica foi utilizada para busca inicial de muta¢des do
gene RUNX1 e GATA2 em pacientes com fendtipo suspeito de plaquetopenia familiar
e neoplasia mieloide e sindrome de deficiéncia do GATA2 e para confirmar achados
suspeitos identificados em sequenciamento de exoma inteiro ou “Whole Exome
Sequencing” (WES). Inicialmente foram utilizados os primers para sequenciamento
do RUNXI éxons 3-8, conforme descrito por Preudhomme et al.*!. (Quadro 3) e para
0 GATA?2 conforme descrito por Hsu et al (Quadros 4 e 5) . Demais primers foram
desenhados utilizando a ferramenta Primer-Blast *° de acordo com a regido génica
estudada ou haviam sido descritos previamente (Quadro 6).

Para a andlise comparativa com a sequéncia consenso foram utilizados os
softwares Geneious (Copyright 2005-2017 Biomatters Limited), Sequencher versao
5.4.6 (DNA sequence analysis software, Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI
USA) e 4Peaks (Nucleobytes BV, Amsterdam Holanda). Os resultados do
sequenciamento do GATA2 obtidos foram cruzados com os sites MutationTaster

(mutationtaster.org) e Provean (provean.jvci.org) e Varsome (varsome.com).
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Para reagdo de cadeia de polimerase foi utilizada a seguinte sequéncia:

I - Confecgdo de uma mistura de:

Quadro 1 - Mistura (Master Mix) para realizagdo de PCR

Componente Quantidade(pL)
10x High Fidelity PCR buffer 2.5
50mM MgSOs4 1.0
4mM dNTP 1.25
10mM Forward Primer 0.5
10mM Reverse Primer 0.5
Amostra de DNA (template) 1.0
Platinum® Taq DNA polimerase, High Fidelity 0.1
Agua destilada 18.15
Volume final para 1 amostra 25

II - Ciclo de PCR

Quadro 2 - Ciclo de PCR.Numero de ciclos total de 35 (repeti¢ao de passos 2-4)

Passo Descriciao Temperatura(°C) Tempo

1 Denaturagao inicial 95 2min

2 Denaturagao 94 30s

3 Anelamento 58-65* 30s

4 Extensao 68 Imin

5 Extensdo final 68 7min

6 Espera 4 indefinido

*Temperatura de anelamento determinada por PCR gradiente, com temperaturas de 58-65°C usando DNA de
placenta

IIT - Apos a reacdo polimerase em cadeia, foi definida se a reacdo foi bem-
sucedida, apos avaliagdo de tamanho de banda esperada em gel de

agarose a 1,5%, utilizando 10 pL de amostra.
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IV - Os 15 pL de reagao bem-sucedida foram entdo submetidos a um processo
de purificagdo com o GeneElute™ PCR cleanup, conforme as instrug¢des
do fabricante.

V - Amostras e primers foram enviados para sequenciamento Sanger.
Resumidamente, os amplicons foram submetidos a duas reagdes de
sequenciamento (forward e reverse), com o uso de um mix de reacdo
(bigdye) contendo nucleotideos normais e nucleotideos modificados
(dideoxinucleotideos acoplados a fluordforos) que permitem a parada da
cadeia em todas as posi¢cdes do amplicon. Os produtos da reagdo de
sequenciamento foram purificados, desnaturados e submetidos a
eletroforese capilar no sequenciador ABI 3500, resultando em
eletroferogramas que permitem a detec¢do dos picos de fluorescéncia em
cada posi¢ao de nucleotideo da regido analisada.

VI - Os dados resultantes do sequenciamento (arquivo.abl) foram analisados
utilizando softwares, conforme descrito acima.

Quadro 3 - Primers para sequenciamento do gene RUNX/ exons 3-8
(Preudhomme et al, 2009)

Gene/Exon Forward Reverse

RUNX1/Exon3  5-AGCTGCTTGCTGAAGATCCG-3' 5'-GCCTGTCCTCCCACCACCCTCTC-3'

RUNX1 Exond  5-CATCCCTGATGTCTGCATTTGTCC-3'  5-GTGGGTTTGTTGCCATGAAACG-3'

RUNXI Exon5  5-TGTTCAGGCCACCAACCTCATTC-3' 5'-CCCAAGGAATCTGAGACATGGTCC-3’

RUNXI1 Exon6  5-CCTGCTCCCCACAATAG-3' 5'-GGTGCAGGAGAGGCGGGCAG-3'

RUNX1 Exon7  5-AATCCCACCCCACTTTACAT-3’ 5-CTCAGCTGCAAAGAATGTGT-3

RUNXI1 Exon8  5-TCCGTTCTCTTGCCCGC-3' 5'-GGCCTGGCGCCTCAGTA-3'
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Quadro 4 - Primers para amplificagdo do gene GATA2 Exons 1-7 (Hsu et al, 2011)
Gene/exon Forward Reverse
Iso2exla GAGAGGGTGGGAGCGGCCTGGAGTGTGGATGC ~ CAAGCCCGCGGCGGCCCCATTCTTATTGAA

x1-2a GTGCGCCCGGCCCACACGAACCATAGAGC CCCCCGCCCGGTAGACAAACACATGAACACAG

34a GCTGAACCCCCTCCCCCGCCTTCCTTTCGTTTTG  GOGGGGGCTGGGGCTGGGGACCAAGTTG

x5a AAGACGGGGTGGGGCAGACACAGTTGGGTAGAAAG GGCCCCCAAAGCAGGGAACGATTTAAGCCTCATA

x6-Ta AGGGGGACCAAGCCGGCTCAGCCTCAGGAT AAGGCCCCTCCCCACCCCCAGCTTTCATAC

3UTRal2796F  CACGCTGTGGCGGGGTGGGAGGAATGTTGC GAGAAACCACGGCCTCCCTGCACCTCCCCAGTATC

Quadro 5 - Primers para sequenciamento do gene GATA2 Exons 1-7 (Hsu et al,
2011)

Exon Primer

is02 ex1s1574R

x1s 6031R

x2s 6132F

x3s 7022F

x4s 8621R

x4s 7684F

x5s 10106F

x6s 12451R

x7s 12690F

UTRs 12950F

UTRs 14940R

GCGGGGGTGCTTTGCGAGGCTCTGGGAATG

CCGACCCCTGCAGCCCCTCTTGCGAACACTC

GGGTCAGTCCCGGAGTCCAGCGGTTCG

GGGGCTCCGTGGCGTGCGGGACACCTC

ACCCGGGGGTCTCAAACATCTGCTGGGGGCTATTA

ATGTTTCTGGCTTTCTTTGGGGAGGGGATGACTGC

TGCTTTCCTGCCCTGGACTCCCTCCCGAGAACTTG

GTGGCTGGGGCCTCTTGCCTGGCAGCACAAA

GCCAGAACCCGCCCTTCCTGGAATGGTAGCCATCT

GAAAGGGGCGGAGTGCTTCGAGGAGCTGTCAAAGT

GGGGAGGAGCCTCGGGACGTCAGTGGCAAAATCAG
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Quadro 6 - Primers utilizados para confirmagao de resultado de WES ou busca de
alteracdo em familiares de primeiro grau. GATA2 (NM 032638); TERT
(NM _001193376), AKRD26 (NM 014915), RUNXI (NM 001754.4); BLM
(NM_000057); SAMD9 (NM_001193307); DKCI (NM_001142463)

Gene/region Forward Reverse

ANKRD26/5UTR  CATGGAGCACACTTGACCAC TACTCCAGTGGCACTCAGTC

GATA2/Intron4 CATGGAGTCACCTATACTGTGTATTT AGAAGGGACAGAGGGACTG

RUNX1/exon4 TGTTGTGATGCGTATCCCCG CAAGCTAGGAAGACCGACCC
TERT/exon3 GGGTTGGCTGTGTTCCGGCC TGGAGACAGGCGCATGCTGA
BLM/exonl0* CCTTTGATAGGTTTGATATGTG CTGGAGTGACATATAGAAGT
SAMDY/exon2 GATCCCAGACAGTATTGCCGT GCGTACTCCACAGTAGTTCCC
DKCl/exonl5** CGAGTGCCTTTAGTGCTTCC CAGACAGCTGCGGACAGTTA

*Primer conforme descrito por Li et al., 1998 ©7), ** Primer conforme descrito por Parry et al., 2011 ©®

e. Sequenciamento de exoma completo (WES) — Sequenciamento de exoma
inteiro, utilizando DNA gendmico extraido de amostras de sangue periférico ou
medula d6ssea dos probandos de familias com suspeita de propensdo germinativa a
neoplasia mieloide.

Duzentos e cinquenta nanogramas de DNA gendmico foram enviados para
sequenciamento de nova geragdo no Yale Center for Genome Analysis (YCGA) para
confec¢do de biblioteca que foi enriquecida de acordo com protocolo Illumina e,
posteriormente, sequenciados usando tecnologia Illumina Novaseq, leitura “paired
end”, de 2x100 bp (Illumina, San Diego, CA, USA).

Resumidamente, o DNA gendmico ¢ fragmentado mecanicamente por um
ultrassonicador e, posteriormente, as pontas dos fragmentos de DNA sdo reparadas e
adeniladas, para permitir a ligagdo de adaptadores com index. Indexes sdo sequéncias
de DNA artificiais Unicos que deverdo ser atribuidos individualmente para cada
paciente (por exemplo, index 01 para o paciente 01, e index 02 para paciente 02,
desta forma, identificando os fragmentos de DNA oriundos de cada paciente).
Fragmentos com adaptadores nas duas extremidades sdo enriquecidos e, entdo,
submetidos a hibridizagdo com sondas, seguidos de captura dos fragmentos

hibridizados. Ap6s um segundo ciclo de hibridizagdo e captura, os fragmentos de
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interesse sdo purificados, amplificados por PCR e purificados novamente. A
biblioteca de DNA pronta €, entdo, quantificada para o preparo de um pool equimolar
de bibliotecas para serem desnaturadas e colocadas no sequenciador Illumina
Novaseq. Dentro do equipamento, cada fragmento de DNA posiciona-se na flow cell,
e ¢ submetido a uma reagdo de clusterizagdo, que visa a fazer copias clonais de cada
fragmento de DNA, permitindo a deteccdo de fluorescéncia na etapa de
sequenciamento.

Apoés o sequenciamento, os arquivos contendo os dados brutos (arquivo.bcl)
foram processados com auxilio de ferramentas de bioinformatica com intuito de obter
arquivos VCF (Variant Calling Format) individual de cada paciente, contemplando as
variantes identificadas. Para isto, foi utilizado pipeline desenvolvido pela
Universidade de Chicago que se baseia na ferramenta Genome Analysis Toolkit
(GATK) do Broad Institute ®. Sumariamente, o arquivo bruto (.bcl), oriundo do
sequenciador, foi demultiplexado gerando um arquivo FASTQ por paciente, que
contempla todas as sequéncias por amostra. Posteriormente, a leitura foi alinhada
com o genoma humano de referéncia hg38/CRCh38 por meio do algoritmo BWA-
MEN % gerando o arquivo mapeado BAM, e variagdes em relagdo ao genoma
referéncia foram identificadas, usando-se 0 GATK versao 4.1. Por fim, as anotacgdes
funcionais das variantes foram obtidas pela ferramenta de informatica ANNOVAR
que tem como funcdo anotar alteragdes de nucleotideos e inser¢des e delegdes, assim
como definir a consequéncia funcional no gene '%!.

Uma vez completado o processamento de bioinformadtica, os arquivos de
variantes VCF foram individualmente avaliados utilizando-se o programa STATA
15.1 (StataCorp. 2017. Stata Statistical Software: Release 15. College Station, TX:
StataCorp LLC). O programa IGV (versdo 2.2.14) foi utilizado para revisdo visual do
alinhamento das leituras e variantes. As variantes de interesse encontradas foram
entdo analisadas com auxilio da ferramenta online de classificacdo de variante,
Varsome %2 que contempla os critérios do Colégio Americano de Genética Médica
(ACMG) %, sendo aplicados para avaliar o grau de patogenicidade ou benignidade
da variante encontrada. A classificagdo ACMG utiliza-se da seguinte nomenclatura:
Patogénica (P), provavelmente patogénica (LP), variante de significado clinico

incerto (VUS), provavelmente benigna (LB) e benigna (B) e leva em consideracao a
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combinagdo de critérios associados a dados populacionais, previsdes de
bioinformatica, estudos funcionais e segregacdo. Para fim deste estudo apenas as
variantes que se enquadraram nas categorias patogénica, provavelmente patogénica e
variante de significado incerto foram consideradas para investigacdo. A tabela com
os critérios € combinagdo dos mesmos determinantes para classificagdo encontra-se

no Anexo 9.

A seguinte ordem de triagem de variantes suspeitas foi usada:

1. Andlise de todas as variantes encontradas em genes previamente descritos

associados ao fendtipo do paciente;

2. Anédlise de variantes encontradas na lista de 79 genes incluidos no painel
de LMA hereditaria e insuficiéncia medular hereditdria do Genetic

Services Laboratory da Universidade de Chicago (Quadro 7);

3. Andlise de variantes com alto potencial de levar a perda funcional

(mutacdes frameshift e nonsense); e

4. Anédlise de mutagdes pontuais (SNV) ndo sindnimas com frequéncia do
alelo alternativo menor que 0,001 (0,1%) no genome aggregation data
base (gnomAD) que retine dados de sequenciamento de genoma de mais

de 71702 genomas de individuos de diversas ancestralidades '*4.
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Quadro 7 - Lista de genes utilizados para a triagem de variantes génicas e evolugao
clonal

Lista Genes

Plaquetopenia familiar RUNXI, ETV6, ANKRD26, DDX41, PTPRJ

ACD, ALAS2, ANKRD26, ATM, BLM, BRCAI, BRCA2, BRIPI,
CBL, CEBPA, CHEK?2, CSF3R, CTCI1, CXCR4, DDX41, DKCI,
DNAJC21, ELANE, ERCC4, ETV6, FANCA, FANCbh, FANCD.,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, G6PC3, GATAI,

Universidade de Chicago GATA2, GFII, HAXI, IKZF1, MLHI, MPL, MSH2, MSHG6,

Painel de neoplasia mieloide e NAF1, NBN, NF1, NHP2, NOP10, PALB2, PARN, PAXS5, PMS2,

insuficiéncia medular hereditaria POTI, PTPNII, RADS51, RAD51C, RBMS8A, RPLII1, RPLIS,
RPL26, RPL354, RPLS5, RPS10, RPS19, RPS24, RPS26, RPS7,
RTELI, RUNXI, SAMDY, SAMDYL, SBDS, SBF2, SLX4, SRP72,
TERC, TERT, TINF2, TP53, UBE2T, USBI, VPS45 WAS,
WRAPS53

ABLI, ARIDIA, ASXLI, ATM, BCL10, BCL11B, BCL6, BCOR,
BCORLI, BIRC3, BRAF, BRCC3, BTGI, BTG2, CALR, CARDI1,
CBL, CBLB, CCND3, CD58, CD70, CD794, CD79B, CDKN24,
CEBPA, CHD2, CNOT3, CREBBP, CRLF2, CSFIR, CSF3R,
CTCF, CTNNBI, CUXI, CXCR4, DDX3X, DDX4l, DIS3,
DNMT34, DNMT3B, EBF1, EED, EGFR, EP300, ETV6, EZH2,
EZR, FAM46C, FANCL, FAS, FBXO11, FBXW7, FLT3, FOXPI,
FYN, GATAI, GATA3, GNAI3, GNAS, GNBI, HISTIHIB,
HISTIHIC, HISTIHID, HISTIHIE, HISTIH3B, ID3, IDHI,
IDH?2, IKBKB, INTS12, IRF4, IRFS8, IKZFI, IKZF2, IKZF3,
IL7R, JAKI, JAK2, JAK3, JARID2, KDM6A, KIT, KLHL6, KRAS,
LEFI, LRRK2, LTB, LUC7L2, MALTI, MAP2KI, MAP3KI4,
MEDI2, MEF2B, MLL, MLL2, MXRAS5 MPL MYDSS,
NOTCHI, NOTCH2, NOTCH3, NPMI, NRAS, NT5C2, P2RYS,
PAPDS5, PDSS2, PAX5, PDGFRA, PDS5B, PHF6, PIGA,
PIK3CA, PIMI, POTI, POU24AFI, POU2F2, PRDMI,
PRPF40B, PRPF8, PTEN, PTPNI, PTPNIIl, RAD2I, RBBP4,
RET, RHOA, RITI, RPL5, RPLI0O, RPSI15, RPS2, RUNXI,
SETBPI, SETD2, SF3A41, SF3B1, SFRS2, SGKI, SMCI14, SMC3,
SOCS1, SPRY4, STAGI, STAG2, STAT3, STAT5A, STATSB,
STAT6, SUZI2, SWAP70, TBLIXRI, TCF3, TETI, TET2,
TMEM30A4, TNF, TNFAIP3, TNFRSF14, TP53, TRAF3, TYWI,
U2AF1, U2AF2, UBRS, WT1, XBP1, XPOI, ZNF471, ZRSR?

Genes relevantes para evolugao
clonal
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4.2.7.2.4 Fluxograma de Analise

Os casos do ambulatério de citopenias do HC-FMUSP foram subdivididos

em trés grupos de andlise e os testes moleculares realizados, conforme o fendtipo

clinico (Figura 2).

a)

b)

Trombocitopenia e histdria familiar ou pessoal de neoplasia mieloide ou
linfoide

Foi realizado sequenciamento direto por técnica de reagdo de cadeia
polimerase Sanger dos éxons 3-8 do gene RUNXI, conforme descrito por
Preudhomme *!. Ndo sendo identificada mutagdo, a amostra de probando
foi encaminhada para sequenciamento de exoma. Se a mutacdo suspeita
foi identificada, foi realizado sequenciamento para confirmacdo. Se nao
se identificasse a mutacdo, era investigada a dele¢do RUNXI por meio de
CGH ou MLPA para identificar possivel perda de material genético no
gene RUNXI,

Histérico de infecgdes, linfedema ou sindrome MonoMac. Inicialmente,
foi realizado sequenciamento do gene GATA2, conforme descrito por
Hsu 8. Nos casos onde ndo foi encontrada mutagdo, foi realizada
pesquisa de mutagdo do intron 4 do gene GATA2. Nao sendo localizada a
mutagdo, foi realizada pesquisa de perda de material genético e,
posteriormente, exoma;

Em pacientes com outros fendtipos a amostra foi encaminhada
sequenciamento de exoma, e as mutagdes suspeitas foram confirmadas

pela técnica de Sanger;
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Suspeita de Predisposicao germinativa a neoplasia mieloide

(MNGP)
Trombocitlope;\ia t_arhis;oria Historico de infecgdes,
pessoal ou famfiar de linfedema, verrugas ou
neoplasia linféide ou ind M
mieldide sindrome Monomac
v Outros fenétipos I i
Sim l Sim
‘ WES il
I Sequenciamento RUNX1 exons 3-8 | [sequenciamento GATAZI
Mutacao identificada? Mutagao identificada?
' N d ~
Sim Nao
sm
WES Investigar CGH array ou MLPA
‘ familiares para investigagao de CNV
| Possivel mutagdo causadora identificada’?l ™~ Sim ¥ l
"4 N
) ¢ WES
Iniciar Confirmagéo por CGH array ou MLPA
sequenciamento sequenciamento | |para investigacao de CNV

Considerar
diagndstico diferencial
de acordo com
historia clinica

de familiares em
primeiro grau

&

Figura 2 - Fluxograma de investigacdo molecular dos de

predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide

casos suspeitos

d) Uma vez que a mutagdo suspeita de predisposicdo germinativa foi
confirmada no probando, seus familiares foram testados para a mesma
mutagdo, utilizando a técnica de Sanger. Os casos positivos para a mesma
mutagdo, foram enviados para sequenciamento de exoma quando possivel,
com intuito de identificar a possivel evolugdo clonal na amostra de sangue
periférico. Para triar os genes suspeitos de evolugdo clonal, foi utilizada
lista de 175 genes. Todas as frequéncias alélicas foram consideradas nesta

avaliagao.
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S RESULTADOS

5.1 Tamanho da populacio estudada e triagem dos casos

O ambulatdrio de citopenias do HC-FMUSP ¢ responsavel pela investigacao
dos casos de citopenias em geral. No ambulatorio, sdo cadastrados os pacientes com
diagnéstico de sindromes mielodisplésicas, leucemia mielomonocitica cronica,
insuficiéncias medulares com evolugdo clonal definida por estudo citogenético
(anemia de Fanconi e anemia apldastica), neoplasia mieloide relacionada a terapéutica
e, desde 2010, os casos suspeitos de predisposi¢cdo germinativa a neoplasia mieloide.

Foram cadastrados 806 pacientes, desde 1987. Para fins desde estudo, foram
triados os pacientes cadastrados entre 01/01/2010 e 31/12/2018 que totalizaram 322,
dos quais 30 pacientes (9,3%) apresentavam suspeita de NMPG. Destes, 6 (20%)
foram excluidos por apresentarem teste de diepoxibutano positivo e diagndstico
confirmado de anemia de Fanconi. Sete (7) pacientes foram excluidos da analise por
dificuldades de contato e por ndo terem assinado o TCLE.

Entre os pacientes cadastrados no ambulatorio de citopenias com idade
inferior a 40 anos (considerados jovens para o desenvolvimento de neoplasias
mieloides), 20 (37,7%) apresentavam suspeita de NMPG nio relacionada a anemia

de Fanconi.
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806
paciente
cadastrados no
ambulatério de
citopenias

322
pacientes
jan/2010-dez/2018

30 (9.3%)
pacientes com
suspeita de NMPG
(25 familias)

17 pacientes
(14 familias)
com suspeita NMPG

- . 7 pacientes
1 paciente 8 pacientes e
— i familias 1 paciente
i fa[n}ha) e s(u75peitos d)e (1pfamilia)
fenétipo trombocitopenia - -
" sindrome de def. AA familiar
SMD/NMP familiar de GATA2

Figura 3 - Distribuicdo dos pacientes do ambulatorio de citopenias com suspeita
de propensdo germinativa a neoplasia mieloide. AA: Anemia Aplastica

53 (16,4%)
pacientes

12-40 anos
jan/2010-dez/2018

8 6 20 3

Neoplasia ik (5:6%) L
e Anemia de g (28,3%) Anemia aplastica (1,8%)
mieloide E ; mieloide com SMD/LMMC luca P el
associado a anconi com predisposigao com evolugéo anmielose
P evolugao clonal e clonal
terapéutica germinativa

Figura 4 - Distribuicdo conforme com suspeita clinica/diagnéstico dos pacientes
com idade igual ou inferior a 40 anos do ambulatorio de citopenias
diagnosticados de janeiro/2010 a dezembro/2018. Para maior clareza,

os casos de predisposi¢do germinativa a neoplasia mieloide decorrentes
de anemia de Fanconi foram listados separadamente
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Dos 17 pacientes (14 familias ndo relacionadas) que assinaram TCLE houve
discreta preponderancia do sexo feminino (nove casos, 52,9%). A mediana de idade
foi de 29 anos (16-75 anos). O motivo para suspeita de NMPG foi distribuido da
seguinte maneira: oito (47,06%) casos apresentavam historia pessoal ou familiar de
plaquetopenia, seis (35,29%) casos apresentavam historia pessoal ou em familiar de
primeiro grau de linfedema, um caso (5,88%) apresentava imunodeficiéncia e
verrugas de repeticdo, um (5,88%) com familiar de primeiro grau com diagnostico
de anemia aplastica e um (5,88%) com familiar de primeiro grau com diagnostico de
mielofibrose primaria. Trés pacientes (17,65%) apresentavam historico de tratamento

quimioterapico para neoplasia (dois por diagnostico de LMA e um por LLA).

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com suspeita de

NMPG
Caracteristicas N=17
Sexo feminino 9 (52,94%)
Idade (mediana, varia¢ao) 29 (16-75)
Fendtipo
Plaquetopenia familiar 8 (47,06%)
Linfedema (pessoal ou familiar) 6 (35,29%)
Imunodeficiéncia 1 (5,88%)
SMD/SMP 1 (5,88%)
Anemia aplastica familiar 1 (5,88%)
Hemoglobina g/L (variagdo) 116 (45-172)
Leucécitos x10°/L média/mediana (variagdo) 5,41/5,9 (1,71-10,6)
Neutrofilos x10°/L média/mediana (variagdo) 3,09/2,9 (0,6-6,5)
Plaquetas x10°/L média/mediana (variagio) 89,8/80,0 (14-327)
Historico de tratamento quimioterapico 3 (17,65%)

Historico familiar de neoplasia hematoldgica 9 (52,94)
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Um total de 24 familiares de pacientes (primeiro ou segundo grau)
participaram da pesquisa e tiveram amostras coletadas de sangue periférico ou saliva.

Avaliacdo quanto a aquisicdo de mutacdes somaticas (evolucdo clonal) foi
realizada em 17 dos 31 probandos e familiares onde mutagdo suspeita foi
identificada. Dois casos sem evolucao clonal molecular se destacam: um com
progressdo para leucemia mieloide aguda, e o outro com evolugdo clonal cariotipica
sem evidéncia de evolucdo clonal molecular pelo método empregado.

Os dados da Tabela 5 reunem os achados clinicos, citogenéticos e

moleculares dos pacientes com supeita de NMPG.
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Tabela S - Caracteristicas clinicas dos pacientes e familiares portadores de predisposi¢do germinativa a neoplasia mieloide
T
= 3 >
oy % ) 8 g 2
3 5 3 3 £ = _
% 3 S o s % 5 ;',' %
£ = 5 L % - - =1 = __
E- S c 2 o3 w @ S T
@ o K] —_ = © w2 o .= o o o<
£ = > o iy k5 & 85 £ ke &=
5 o g g g = g 3§ 2% =3 5 g o £3
S X B 5 § 5 ERS & 8§ 33 ) ] 3 S5
£ & = L T = Sx T =2 =Q S = < o2
. Nomrocelular (75%)/ Blastos: 2,7% . =
Alll- g5 Plaquetopenia  \o 764 406545 89 LMA Megacariocitos hipolobulados e micro  ,+0 X120V delegdo 26Mbno o) ho 4 6 5 RUNKY P PHF6 (0.79)
2 familiar L brago longo do cromossomo 12
megacariocitos.
Linfoma Normocelular (85%)/ CD34+:9% TET2 (0.61)
All- ) 53 Plaquefopenia o) 694 Go7g 32 Linfoblastic  9°riasia triimhagem , megacariocitos 46,XY[20] del exons 1 2 RUNX1 P MLL (0.40)
6 familiar 0T > LMA hiperlobulados, hipolobulados e
micromegacariocitos BCOR (0.90)
Ag" M 21 P'a‘f*:s:i‘l’igf”'a 175 865 7,047 116 Nao NR NR del exons 1 e 2 RUNX1 P Nao
= H H . 0, 0, H
PR g gy PRSI en a0 gempam gy CPCEllETRDRI A i ks 46,XY[20] del exons 1 & 2 RUNX1 P Nao
10 familiar Linhagem megacariocitica normal
AV w2 Pleduelopenia o5 747 782351 188 Nao NR NR del exons 1 2 RUNX1 P Nao
AV wmoq Pleduelpeniz 714 919341 276 Nao NR NR delexons 1€ 2RUNXT P No
- i i 0, i i i
Bll E o5 Plaquetlolpenla 140 91.2 9.72/6,0 465 Nio Hipercelular (65%)/ glsmegacarlopmesel 46,XX20] ANKRD26: ¢.-128G>A P NR
10 familiar 3%
RUNX1 (0.55)
, o FLT3 (0.18)
. Hipercelular, 23% de células imaturas.
3'2" F o8 P'a‘f*sgti‘l’igf”'a 77 9 32108 5 SMD->LMA Hipocelularidade da serie 46.XX5, de{%](q”'z)’*mar ANKRD26: ¢.-128G>A P CBL (0.88)
megacariocitica CuUX1 (092)
TET2 (0.41)

continua
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Tabela S - Caracteristicas clinicas dos pacientes e familiares portadores de predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide (continuagao)

(1]
z 3
o e >
- 5 = 3 3 £ £
= 3 2 £ £ = 2 s
© @ < H T 7] ] S
£ = = = @2 fra 2 S
S S © oS w ™
@ ) K] —_ = ® ‘ O .= 2 o 8 I
B £ 3 & g 3 k) £S = g o $3
5 o g 5 g £ g & g S 3 3 S 5%
s % B s E & 32 § S 23 £ £ = s &
g & = L T 2 3= a 2 =C S = < frrji=)
- i i 0 i i i
Blll M 22 Plaquetlolpenla 146 84,3 5.95/3.8 253 N3o Hipocelular (35%)/ dismegacariopoiese/ 46.XY[5] ANKRD26: ¢.-128G>A P Nio
14 familiar <1%
Blll- g Plaquelopenia ., goy 127585 24 Nao NR NR ANKRD26: ¢.-128G>A P Nao
16 familiar
Cll- Plaquetopenia x ] 0 0 TERT: c.1610G>A
oM s PRAUORNE gg g q712 274 Nao hipocelular (35%) /<1% 46,XY[20] e VUS NR
Cl-—yy o4 Plaquetopenia 05 go5 4340 188 Nao NR NR TERT: - TRy VUS NR
1 familiar p.Arg537His
Cll- oy Plaquetopenia 15y 958 7550 201  Nao NR NR TERT: - TRy VUS NR
2 familiar p.Arg537His
DIy gg Plaquetopenia 107 955 4300 70 Nao NR NR RUNX1: ¢.320G>C LP BCOR (0.18)
4 familiar p.Arg107Pro
Dlll-\y 4 Plaquelopenia a0 g9 43368 81 Nao NR NR RUNX1: ¢.320G>C LP BCOR (0.41)
1 familiar p.Arg107Pro
Dll- ¢ g5 Plaquelopenia 16 403 31313 205  LMA  Mielograma normocelular, 8% de blastos 46.XX[6] RUNX1: ¢.320G>C LP Nao
3 familiar p.Arg107Pro
DIV:'y 5 Plaquelopenia 455 279 4446 164 Nao NR NR RUNX1: ¢.320G>C LP Nao
-1 familiar p.Arg107Pro
DV ¢, Plaquelopenia 400 207 gapag 75 Nao NR NR RUNX1: ¢.320G>C LP Nao
-2 familiar p.Arg107Pro

continua
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Tabela S - Caracteristicas clinicas dos pacientes e familiares portadores de predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide (continuagao)
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E F 16 Linfedema 71 81,9 2,12/0,6 36 SMD T%lreticulogenese grau 2 45, XX,-7[13] 0.Lys212ThrfsTer65 LP ETV6 (0.24)
KRAS (0.21)
46, XY,
F Imunodeficienci x Hipocelular (30%)/<1%/ megacariocitos  der(21)t(1;21)(q12;p12)[12)/ R
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Gll- . . Hipercelular (80%)/ megacariocitos 47, XX, +1der(1;15)(q10;q10),  GCTCTTCTGGCGGC .
o oA lmetme @ B asdils B b multinucleados/ <1% +820] pAla34s_GlydsinsLeu  'US D
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“I/-I-1 F 19 Linfedema 100 92,5 9,37/6,5 176 Néo hipercelular (85%)/ <1% 46,XX[20] Né&o identificado NR
. - Hipocelular (40%),1%/ megacariécitos GATA2: c.708delG
| M 29 Linfedema 105 96,4 2,58/2,0 104 Néo By sl 46,XY[35] p.Gly237AlafsTer89 LP NR
i 0, 0,
J M 33 Linfedema 106 796 775555 327  Néo Hipercelular (85%)/ <1% 46,XY[8] Nao identificado NR

Megaloblastoide

ontinua
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Tabela S - Caracteristicas clinicas dos pacientes e familiares portadores de predisposi¢do germinativa a neoplasia mieloide (conclusao)

o i >
) B ) 8 E =
3 5 3 3 £ g _
% 3 2 © © % % ;,-,- %
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£ = > o iy ko & 85 £ ke &=
5 ¢ o 5 & = 8F 3% <£% 23 3 g 2 23
S % B s § B 32 § 8% 83 5 2 Z 55
£ & = L T = Sx T =2 =Q S = < o2
K1" F 75 L'f";%‘ijlf;:a 113 106 365106 14  SMD hiper 45%/ <1%/ sem megacariécitos  46,XX[20] Nao identificada NR
¥ F 55 Liedema 95 61 4932 38 Nao NR NR Nao identificada NR
LIl anemia x Hipocelular (15%)/<1% CD34/ R
3 F 40 oene 14 89 6646 84 Nao moncarcatos mononidendes 46520 Nao identificada NR
BLM:
M Hipercelular Sem metafases /FISH para €.2207_2212delATCTG
me M 35  SMDISMP 61 871 - 4883 103 SMDISMP 1000.0D34<1%reticulogenese grau 4  cromososmos 5, 7 e 8 normal AinSTAGATTC = i
p.Tyr736LeufsTer5
M Hipercelular (68,3%)/ <1% ret grau 27 g\ 1 otstaces JFISH para 6.2207 PG
oy M 33 SMDISWP 45 831 25012 200 SMD/SMP megacarioctos mulinucleados] o TIOSeseR LR PAS eyl Lp NR
mastocitose
p.Tyr736LeufsTer5
. . o 0 arr 22q11.21
N F 16 llaquelopenia o g 5gp95 62 Nao Hipocelular (40%)/ CD34+<1%/ 46 yyrqqy (18919477 21800471)x p NR

familiar

megacariocitos pequenos e hipolobados

1

VUS: variante de significado incerto, LP: provavelmente patogénica, P: patogénica. NR: ndo realizado * Pelo menos 8 familias com trombocitopenia 2 € mutagio semelhante foram
descritas na literatura
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5.2 Casos e familias indicados, conforme fenétipo

Familia A

Paciente de 25 anos, masculino, com diagnostico de LMA aos 10 anos, irmao
com historico de linfoma linfobléstico T também aos 10 anos. Ambos apresentavam
plaquetopenia, e mais dois irmaos com histdrico de plaquetopenia isolada (Figura 5).
Nao havia relato de consanguinidade parental. Apresentava histéria familiar de irma
paterna falecida por leucemia. Pai e mae do paciente estavam vivos e higidos, porém
0 pai ndo estava disponivel para historico completo.

A Tabela 6 reune as caracteristicas clinicas do probando, seu irmdo também
com diagndstico de neoplasia hematoldgica e familiares.

Inicialmente, foi realizado sequenciamento direto por Sanger (éxons 3-8) do
gene RUNXI, ndo foi encontrada mutagdo suspeita. O estudo por CGH-array
identificou microdele¢do de 163kb, envolvendo os éxons 1 e 2 do gene RUNXI1. A
delegdo foi confirmada por MLPA e considerada patogénica de acordo com os
critérios ACMG (PSV1, PP1 e PP5). O probando apresentava ainda uma delegdo de
2,6Mb no braco longo do cromossomo 12 identificada em amostra de sangue
periférico, mas ndo em amostra de mucosa oral. Do total de oito familiares testados,

quatro apresentavam a microdele¢do encontrada no probando por MLPA.
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Figura 5 -

]
Qo0 SO

[ 2

I%-r%l e ‘ 8*Er 9 | 10%, " 11 12
3% 4 5 *E+ 6 *E-

Heredograma da familia A. Simbolos brancos representam parentes nao
afetados; simbolos cheios (cinza-escuro) representam individuos com
neoplasias hematoldgicas; simbolos cinza-claros representam individuos
com trombocitopenia, (*) representa individuos avaliados diretamente;
E representa a avaliacdo das microdelecdes dos éxons 1 e 2 do RUNX].
E +: microdelecdo de éxons 1 e 2 do RUNXI detectados; E-:
microdelecdo de éxons 1 e 2 do RUNXI ndo detectados. Simbolos
cruzados por uma linha vertical representam individuos assintomaticos
que testaram positivo para microdele¢cdo dos éxons 1 e 2 do gene
RUNXI
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Tabela 6 - Caracteristicas clinicas laboratoriais dos pacientes e familiares de primeiro grau da familia A
Idade ao Del
Histéria de Adreqacio Hb Ve Leucocito/ Neoplasia Medula 6ssea diagnéstico éxons 1
Paciente Trombocitopenia gregaga Neutrofilo .. hematolégic (Celularidade/%blastos/  Cariétipo gnostico ¢ 2 do Status
sangramento Plaquetaria (g/L) (fL) Fetal(%) . . de neoplasia
(x109/L) a displasia) (anos) gene
RUNX1
-2 NR NR NR NR NR NR Nao NR NR NR Vivo
-4 NR NR NR NR NR NR Leucemia NR NR 2 NR Faleceu
contagem plaquetaria Normocelular/ Blastos: 2,7% . em remisséo e
llI-2 Nao Sim (89 x109/L) 'gem p'aq 155 76,1 10,6/ 5,45 17 LMA Megacariocitos hipolobulados ~ 46,XY[20] 10 Sim L
insuficiente X L vivo (idade 26)
e micro megacariocitos. ALIPs
x x Hipoagregante em - - A
llI-4 Nao Nao (275x109/L) ADR, ADP. COL, AA. 145 83,1 5,68/3,6 0,8 Nao NR NR Nao vivo (idade 25)
AA ausente, ADP Normocelular/ 9%
hipoagregante, SPT, Linfoma mieloblastos/ displasia Falecido
111-6 Néo Sim (32x109/L) negativa, ADR, 124 69,4 6,97/ 2,9 14,3 Linfoblastico  trilinhagem , megacariocitos ~ 46,XY[20] 10 Sim (idade 23) por
ausente, COL: T->LMA  hiperlobulados, hipolobulados LMA
ausente € micromegacariocitos,
Ausente em AA,
hipoagregante com
ADP,ADR, COL,;
-8 Nao Sim (116x10%L)  hipoagregante COL 175 86,5 70/4,7 1 Nao NR NR Sim Vivo (idade 22)
(16%), ADR (50%)
normal com AA e
ADP
Ausente AA, COL, Hipocelular (40-50%)/ 0,4%
11-10 Néo Sim (91x10%L)  ADR. hipoagregante 172 84 6,89/4,5 1,2 Néo mieloblastos/ Linhagem 46,XY[20] Sim Vivo (idade 21)
ADP megacariocitica normal
11 NR NR NR NR AR NR NA Leucemia NR NR NA NR Fa'ec'g)" (aos
V-2 Nao Nao (188x109/L) NR 125 747 7,82/3,51 NA Nao NR NR Sim Vivo (idade 3)
IV-5 Nao Nao (276x109/L) NR 111 71,1 9,19/3,41 NA Nao NR NR Sim Vivo (idade 2)

NA: ndo disponivel, NR: ndo realizado, AA: 4cido aracdonico, COL: colageno, SPT: espontaneo; ADP: di-fosfato de adenina
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Figura 6 - A. CGH-array do probando da familia A mostrando microdelecao de
163kb no cromossomo 21 em sangue periférico e medula 6ssea. B ¢ C
Multiplex dependent Probe Amplification (MLPA) mostrando delegdo
no gene RUNXI. B. Seta verde indica pico de amostra (azul) menor que
o controle (vermelho). C. Delecdo das sondas dos éxons 1 e 2 do gene
RUNXI (seta roxa)
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Paciente B

Paciente de 50 anos, sexo feminino, plaquetopenia identificada desde a
menarca por episddios de metrorragia. Apresentava diagndstico prévio de purpura
trombocitopénica imunologica sem resposta ao uso de corticoide. Irma com
diagnostico de SMD aos 45 anos, faleceu 3 anos apo6s diagndstico por progressao para
leucemia mieloide aguda. Tem dois filhos e uma neta com plaquetopenia e dois
sobrinhos (filhos da irma com diagnostico de LMA) também com plaquetopenia.
(Figura 7).

A paciente apresentava em primeira avaliagdo hemograma cuja Unica
alteragdo era plaquetopenia de 46x10°/L. Medula 6ssea mostrava-se hipercelular
(65% de celularidade), reticulogénese grau I (OMS). A série megacariocitica
apresentava-se  displdstica com megacariocitos pequenos, hipolobados e
mononucleados. Apresentava ainda 3% de células CD34+ em bidpsia de medula
Ossea.

Foi realizado WES em probando e identificada mutag¢do na regido UTR do
gene ANKRD26:c.-128G>A, e foi confirmada por sequenciamento por Sanger.

Amostra de sangue periférico do probando, sua irma e dois sobrinhos com
plaquetopenia forma coletadas (Figura 5). WES identificou mutacdo no gene
ANKRD26: c.-128G>A (NM _14915.2) localizado na regido 5’UTR no probando,
confirmada por técnica de Sanger e também encontrada em familiares com
plaquetopenia Seguindo critérios do ACMG esta variante ¢ classificada como
patogénica (PS1, PS4, PM2, PP1). Nos familiares da geracdo III pesquisados,
também foi identificada segunda mutacdo nesta regido ANKRD?26:c.-140C>G que
apresenta frequéncia alélica de 0,064 na plataforma gnomAD e classificada pelos

critérios ACMG como benigna (BA1, BP4 e BP6).
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Heredograma da paciente B. Simbolos brancos representam familiares
ndo afetados, simbolos em cinza representam familiares com relato de
plaquetopenia, simbolo preto representa paciente com diagndstico de
neoplasia hematologica. (*) representa individuos avaliados diretamente
pelos pesquisadores, E+ individuos positivos para a mutacdo ANKRD?26

Figura 8 -

Sequenciamento por técnica de Sanger da regido 5’UTR do gene
ANKRDZ26, confirmando presenca de mutagdo c.-128G>A em
heterozigose (seta preta) identificada em WES do probando e presenga
de segunda mutacdo c.-140C>G nos individuos testados da geracdo 3
(seta vermelha), ndo encontrada previamente
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Paciente C

Paciente, 50 anos, sexo masculino, encaminhado ao ambulatorio de
hematologia com diagnodstico de sindrome mielodisplasica. Apresentava relato de
plaquetopenia identificada ha 3 anos em exames de rotina, epistaxe recorrente, porém
autolimitada sem nenhum outro sangramento. Pais consanguineos, tém histdrico de
trés irmaos falecidos por diagnostico de leucemia (relata idade média de 18 anos ao
falecimento).

Exames ao diagnostico:

Hb: 120 g/ VCM: 106 fL Leucocitos: 1,89x 10°/L Neutrofilos: 1,40 x10°/L
Linfocitos: 0,4 x10°/L Plaquetas: 25,9 x10°/L. Sorologias para hepatites B ¢ C ¢ HIV
negativas.

Cariotipo de medula 6ssea: 46,XY[20]

Comprimento telomérico: curto para a idade (entre percentis 1 e 10)

Medula o6ssea hipocelular (20%) as custas das séries megacariocitica e
granulocitica com hiperplasia relativa de série eritroide, série megacariocitica
pequena com elementos hipolobados. Imuno-histoquimica com contagem de células
CD34+ menor que 1%. Tomografia computadorizada de abdome revelou ainda sinais
de hepatopatia cronica e hipertensdo portal.

Identificada muta¢do no exon 3 do gene TERT:c.1610G>A (p.R537H) por
meio de WES (NM_001193376). Esta mutacdo apresenta categoria de variante de
significado indeterminado pela ACMG (critérios PM2, PP3).

A pesquisa da mutacdo do gene 7ERT foi positiva em dois dos trés filhos do
paciente testados. Os mesmos sdo assintomdaticos e apresentam pesquisa de

comprimento telomérico normal.
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Figura 9 - Heredograma da familia C. Simbolos brancos representam familiares
ndo afetados, simbolos em cinza representam individuos com citopenia,
simbolo preto representa paciente com diagnodstico de neoplasia
hematologica. (*) representa individuos avaliados diretamente pelos
pesquisadores, E+ individuos positivos para a mutagdo
TERT:c.1610G>A.
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CTTGGCCAGGATCTCCTCABGCAGACGGTGCTCTGCGGCCGG CAC c GGCCAGGATCTCCTCACGCAGACGGTGCTCTGCGEGGCCGGAACAC
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Figura 10 - Sequenciamento por técnica de Sanger da regido do éxon 3 do gene
TERT mostrando presenca de mutacdo c. 1610G>A em heterozigose
(seta preta). Sequenciamento realizado em sentido 3°-5’ (fita reversa)
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Paciente D

Paciente do sexo feminino, 36 anos, com historia pessoal de leucemia
mieloide aguda diagnosticada ha 15 meses e em resposta parcial apos quimioterapia
de resgate de primeira recaida. Sem historico familiar de neoplasia mieloide ou
linfoide na familia e com histoérico familiar de plaquetopenia (pai, irmdo e dois
sobrinhos). Encaminhada ao ambulatorio para investiga¢do de plaquetopenia familiar
associada a neoplasia mieloide.

Hemograma ao encaminhamento: Hb: 116 g/L VCM:103 fL Leucécitos: 3,13

x10%/L Linfocitos: 1,2 x10%/L Plaquetas: 29,5 x10°/L

Mielograma: normocelular com 8% de blastos mieloides

Cariotipo: 46,XX][6]

Teste de DEB: negativo para anemia de Fanconi.

Paciente j4 apresentava diagndstico de mutagdo do gene RUNX! identificada
por sequenciamento: RUNX1:¢.320G>C (p.Argl07Pro). Foi realizada pesquisa de
mutagdo nos familiares de primeiro grau e dois sobrinhos da paciente, que também se
mostraram positivos para presenca de mutacdo do gene RUNX/ (Figura 11). A
mutagdo encontrada € considerada provavelmente patogénica de acordo com critérios

ACMG (PM1, PM2, PMS, PP3, PP2)
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Figura 11 - Heredograma da familia D. Simbolos brancos representam parentes nao
afetados; simbolos cinza-escuros representam individuos com
neoplasias  hematologicas;  simbolos  cinza-claros  representam
individuos com trombocitopenia, (*) representa individuos avaliados

diretamente pelos pesquisadores; E representa a avaliagdo da mutacao
RUNXI ¢.320G>C p.Argl107Pro. E +: mutagdo ¢.320G>C detectada
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Figura 12 - Familia D. Sequenciamento por técnica de Sanger de regido do éxon 4
do gene RUNXI mostrando presenca de mutagdo c. 320G>C em
heterozigose (seta preta). Sequéncias numeradas de acordo com posi¢ao
no heredograma
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Paciente E

Paciente de 16 anos, sexo feminino, com diagnostico de linfedema bilateral
congénito e erisipela de repeticdo. Negava presenca de verrugas ou infecgdo
pulmonar. Ha cerca de 1 ano evoluindo com pancitopenia e necessidade
transfusional. Nao apresentava historico familiar de neoplasia hematoldogica nem
consanguinidade.

Hemograma apresentava pancitopenia. Medula 6ssea era hipocelular (55% de
celularidade) com reticulogénese grau 2 (OMS) e 7% de células CD34+. Cariotipo de
medula 6ssea demonstrava evolucao clonal, com monossomia 7 em todas as 13
metafases analisadas. Sem doador aparentado, recebeu tratamento com hipometilante
(azacitidina), porém faleceu por complicagdes infecciosas.

Sequenciamento do gene GATA?2 identificou dele¢do de 14 pares de base no
é¢xon 3 (NM _032638). Mutagdo GATA2: c.630 643del; potencialmente causando
frameshift e terminagdo precoce da proteina (p.Lys212ThrfsTer65). Esta muta¢do nao
foi descrita previamente e ¢ classificada como provavelmente patogénica pelos
critéerios de ACMG (critérios PVS1, PM2). Pesquisa de genitores da paciente foi

negativa, sugerindo mutagao de novo.
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Figura 13 - Paciente E. A. Linfedema bilateral. B: Cariotipo de medula ¢ssea com
técnica de banda G mostrando monossomia do cromossomo 7. C:
Sequenciamento por Sanger do éxon 3 mostrando dele¢io de 14
aminoacidos e frameshift de sequenciamento.
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Paciente F

Paciente, 21 anos, sexo masculino em seguimento com imunologia com
historico de verrugas cutaneas desde os 3 anos de idade e infec¢des de repeticdo. Nao
apresentava linfedema. Teve infeccdes pulmonares de repeticio e pneumocistose
diagnosticada em 2015. Encaminhado ao ambulatério para investigacdo de
plaquetopenia. Negava consanguinidade na familia ou historico de neoplasia
hematologica e relatava tia paterna com diagnéstico de plaquetopenia.

Hemograma apresentava monocitopenia importante e plaquetopenia leve
(103x10%/L). Bidpsia de medula Ossea revelou hipocelularidade (aproximadamente
30%) com predominio de série eritroide e dismorfismo megacariocitico caracterizado
por formas hipolobadas. Caridtipo de medula 6ssea mostrou evolucdo clonal com
clone apresentando derivativo do cromossomo 1 e clone hiperdiploide apresentando
duplicacao do mesmo derivativo
(46,XY,der(1)t(1;21)(q12;p12)[12]/92,XXYY ,der(21)t(1;21)(q12;p12)x2[4]/46,X Y]
4]). Teste de fragilidade cromossdmica do diepoxibutano foi negativo.

Paciente fez uso de imunoglobulina mensal, com hemograma estavel apesar
de evolugdo clonal. Teve o transplante de medula 6ssea contra-indicado por doenga
pulmonar grave e faleceu em razao de intercorréncias infecciosas.

Sequenciamento do gene GATA2 ndo identificou mutagdes. Em andlise por
WES, foi encontrada variante no éxon 2 ¢.15C>G, com alta prevaléncia populacional
pelo gnomAD e considerada benigna quando utilizados critérios do ACMG (BAI,
BP7, BP6). MLPA nio identificou delecdo do gene. Sequenciamento de “hotspot” de
intron 4 (NM_032638), conforme descrito por Hsu(!®® também ndo identificou

mutacao.
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Figura 14 - Paciente F. A: Mao de paciente com verrugas e sequelas de crioterapia.
B: Heredograma da familia F, simbolo cinza-claro representam
individuo com plaquetopenia, simbolo cinza-escuro representa
paciente com suspeita de sindrome de deficiéncia de GATA2



Resultados 65

i l N e

20 18 0 1n 1 2x v BB SR M WX gp 8% u
l“l 0 i n ks u u n #E ux 04

" lc te 8t ' A X ax \' ar ' .

138 ¥od Hans i da
KKK 3603 BamA NEDK WA BaRd ANsa

hhulh 0NAB AAA aBa 247a MRS

A.ﬂ-‘ 0.20%. ong tAas M ‘v.c

Figura 15 - Caridtipo de medula 6ssea do paciente F realizado em medula Ossea
com técnica de Banda G mostrando em A clone normal, em B clone
com der(21)t(1;21)(q12;p12) e em C clone hiperdiploide com
duplicacdo do der(21) t(1;21)(q12;p12)
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Paciente G

Paciente, 29 anos, de sexo feminino, com historico de linfedema bilateral
identificado aos 8 anos de idade, com surgimento de verrugas cutdneas aos 13.
Iniciou seguimento com dermatologia devido a infeccdo cutinea de repeticdo e
verrugas. Informava transfusdo sanguinea esporadica desde os 17 anos. Nao tinha
historico de infecgdo pulmonar de repeticdo. Negava pais com consanguinidade e
histérico familiar de neoplasia hematoldgica, porém relatava tia paterna com
diagnostico de neoplasia de mama e avd materno com diagnostico de neoplasia
intestinal.

Hemograma revelava anemia normocitica com tendéncia a macrocitose
(VCM: 98fL), com plaquetopenia (80x10°/L). Biopsia de medula Ossea era
hipercelular as custas da série granulocitica sem displasia. Cariotipo de medula dssea
mostrou a presenca de der(1;15), resultando em trissomia 1q e trissomia do 8 em
todas as metafases analisadas (47, XX,+1,der(1;15)(q10;q10),+ 8[20])

O sequenciamento inicial do gene GATA2 nao identificou mutagdes.

Realizado WES que identificou insercdo inframe de sequéncia de 27
nucleotideos no éxon 5, confirmada, posteriormente, por novo PCR pela técnica de
Sanger: GATA2:1034 1035 insTCTTCTTGTGGCGGCTCTTCTGGCGGC
p.A345delinsALLVAALLAA. Esta mutagdo ndo foi descrita previamente e
conforme os critérios de ACMG (PM2 e PM4) ¢ classificada como variante de
significado incerto (VUS) e também foi identificada em sua mae, que ¢

assintomatica, porém apresentava monocitopenia hemograma (0,041x10°/L).
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Figura 16 - Heredograma familia G. Simbolo cinza escuro representa individuo com
linfedema; simbolo cruzado por linha vertical representa individuo
positivo para a mutacdo do gene GATA2, porém, sem linfedema ou
fenotipo  sugestivo. (*) representa individuo avaliado pelos
investigadores. (E) representa individuo testado para mutacdo do gene
GATA?2, (+) representa teste positivo para a mutagao.
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Figura 17 - Paciente G. A: Linfedema bilateral de membros inferiores, B: Verrugas
em maos, C: Caridtipo mostrando evolu¢ao clonal com der(1;15) e
trissomia do cromossomo 8, achado confirmado por CGH array (D).
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Figura 18 - Paciente G. A: Gel de agarose a 1,5% mostrando heterozigose em
sequenciamento de éxon 5 do gene GATA2 em paciente (2), sua mae (3),
escala e controle (1 e 4, respectivamente). B: sequenciamento por
técnica de Sanger, mostrando frameshift de sequenciamento do éxon 5
na amostra de paciente F. C: sequenciamento de amostra de mae de
probando apresentando mesma inser¢ao
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Paciente H

Paciente, 19 anos, sexo feminino, com historia de anemia macrocitica
associada a edema bilateral de membros inferiores, desde os 3 meses de idade.
Apresentou internacdo por infec¢do pulmonar e derrame pleural, sem evidéncia de
infeccdo por bactéria atipica. Informou que avd e avo paternos eram primos. Negava
histérico de neoplasia na familia, porém prima de segundo grau paterna com anemia e
necessidade transfusional, além de edema de membros inferiores. Pai com
diagnostico prévio de esferocitose hereditaria ndo confirmada.

O hemograma mostrava Hb de 100g/L, VCM normal (92,5fL), sem
neutropenia ou monocitopenia (0,38x10%/L). Medula 6ssea hipercelular, sem displasia
e cariotipo de medula 6ssea normal.

O sequenciamento por Sanger ndo identificou variantes, assim como também
ndo foram identificadas variantes do gene GATA2 em WES da paciente. Realizado
CGH-array com cobertura para o gene GATA2 ndo sendo identificadas delegdes.

MLPA também nao identificou delecdo do gene GATA2.
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Figura 19 - Heredograma da familia H. Simbolos brancos representam parentes
ndo afetados, simbolos cinza representam individuos com suspeita de
linfedema
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Paciente 1

Paciente, 29 anos, com historico de linfedema unilateral em membro inferior
esquerdo desde os 13 anos. Negava verrugas, mas relatava infecgdes de repeticdo
desde os 10 anos de idade. Foi internado por estafilococcemia aos 18 anos, aos 26
teve infeccdo por herpes virus disseminado. Na ocasido, foi identificada
monocitopenia. Em 2016, foi tratado por micobacteriose atipica. Submetido a TMO
haploidéntico em 2017. Nao tem historico de consanguinidade na familia, avd
paterno faleceu em decorréncia de linfoma aos 76 anos.

Exames hematoldgicos antes da realizacdo de TMO alogénico demonstravam
bicitopenia (anemia e plaquetopenia discretos), monocitopenia importante com
medula 6ssea hipocelular com displasia megacariocitica e caritipo normal (Tabela
8).

Sequenciamento do gene GATA2 identificou mutagdo GATA2:c. 708delG que
leva a stop codon  precoce (p.Gly237AlafsTer89). Mutagdo provavelmente
patogénica de acordo com os critérios ACMG (PVS1, PM2).
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Figura 20 - Heredograma familia I. Simbolo cinza-claro representa neoplasia
hematologica. Simbolo cinza-escuro representa presenga de linfedema

Figura 21 - Paciente 1. A: Foto de membros inferiores do paciente I evidenciando
linfedema de membro inferior esquerdo (paciente em uso de meia
compressiva). B: displasia de megacariocitos caracterizada por
elementos multinucleados
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Figura 22 - Paciente 1. A: Cariotipo de medula 6ssea masculino normal. B:
sequenciamento por técnica de Sanger mostrando frameshift de
sequenciamento do éxon 3 na amostra de paciente |
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Paciente J

Paciente, 33 anos, sexo masculino, encaminhado pela imunologia ao
ambulatério de hematologia com historico de linfedema congénito em seguimento
desde os 2 anos de idade com infec¢des cutidneas de repeticdo. Desde os 18 anos,
apresenta condiloma acuminado gigante perineal que resultou em colectomia e
colostomia hd cerca de 3 anos. Nao tem histérico de casamento consanguineo,
neoplasia familiar ou plaquetopenia. Suas duas irmas sao higidas.

Hemograma sem citopenias ou monocitopenia, DEB teste foi inconclusivo em
duas amostras. Medula 6ssea apresentava-se hipercelular para a idade as custas das
séries granulocitica e megacariocitica, sem aumento de células CD34+. O caridtipo
ndo mostrou anormalidades clonais em oito metéafases.

Com suspeita de sindrome de deficiéncia de GATA2, foi realizado WES
diretamente de amostra de sangue periférico. Foram encontradas cinco variantes de
alta frequéncia na populacdo (Tabela 8) com classificacdo pelo ACMG de,
provavelmente benigna e benigna. MLPA realizado também ndo detectou delegdes

neste gene.
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Figura 23 - Paciente J. A: Foto de membros inferiores do paciente evidenciando
linfedema bilateral, mais proeminente a direita. B: Condiloma
acuminado em nadega de paciente J
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Paciente K

Paciente, 75 anos, feminina, encaminhada para primeira avaliacdo da
hematologia aos 71 anos com anemia macrocitica e plaquetopenia. Fazia seguimento
por lupus eritematoso com apresentacdo exclusivamente cutanea, HAS e tlcera em
membro inferior esquerdo em seguimento com cirurgia plastica. Historia familiar ndo
apresentava historico de neoplasia hematologica ou tumor sélido, mas apresentava
filha com historico de linfedema em dimidio esquerdo (membro superior e inferior).

Hemograma ao diagndstico mostrava pancitopenia (Hb 96 g/L VCM: 106 fL
Leucdcitos 4,68 x10°/L Neutrofilos 1,2 x10%/L Linfécitos: 2,8 x10°/L Mondcitos 0,55
x10°/L  Plaquetas 43x10°/L). Bidpsia de medula éssea com 15% de celularidade,
relacdo G/E preservada, hipocelularidade da série megacariocitica e reticulogénese
grau 2. Cariotipo de medula 6ssea sem anormalidades clonais. Aos 76 anos foi
realizada nova avaliacdo medular que ndo mostrou evolucdo citogenética clonal,
havendo ganho de celularidade (45%) global, hipocelularidade importante de série
megacariocitica, sem aumento de células CD34+. Probando faleceu aos 78 anos.
WES identificou muta¢des de alta frequéncia populacional na regido intronica do

gene GATA?2 (vide Tabela 7).
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Figura 24 - Familia K. A: Foto de individuo II-2 evidenciando linfedema em
membro superior e inferior esquerdo. B: Heredograma de duas geragoes,
simbolo em cinza-escuro representa individuo acometido por sindrome
mielodisplasica. Simbolo cinza-claro representa paciente com
linfedema. (*) representa individuo diretamente avaliado pelos
pesquisadores
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Paciente L

Paciente, 40 anos, com diagnoéstico de anemia apléstica ndo grave desde os 26
anos. Sem historico transfusional, relatava diagnostico quando iniciou avaliagdo para
possivel doador de células tronco-hematopoiéticas para seu irmdo. Nao apresentava
pais consanguineos, irmao foi diagnosticado com anemia aplastica grave aos 31 anos
e submetido a TMO alogénico. Faleceu 5 anos ap6s o transplante em razio de infarto
agudo do miocardio. Irmdo fez seguimento na gastroenterologia por pancreatite
aguda de repeticao.

Paciente apresenta hipercolesterolemia familiar sem mutacdo identificada.
Hemograma com Hb 109g/L VCM 87 fL leucécitos 4.21x10°/L neutrdfilos 2.8
x10%/L Linfocitos: 0.4 x10°/L Plaquetas 62x10°/L. Investigagdo medular revelou
medula 6ssea hipocelular (15%) as custas das 3 séries, reticulogénese grau I (OMS).
Teste de DEB negativo, pesquisa de mutacdo JAK2 V617F negativa. Comprimento
telomérico dentro da normalidade. Mantém hemograma estavel desde entdo.

WES identificou mutagdo DKCI1 c¢.1477 1479del. Prevista como delecdo
inframe. Esta mutagdo apresenta baixa frequéncia alelica no gnomAD genomes
(0.00096) e foi classificada como VUS pelo ACMG (critérios PM2, PM4). Mas, o
sequenciamento por Sanger ndo confirmou a presenca de mutacdo. Nenhuma outra

mutacdo suspeita foi identificada

Figura 25 - Familia L. Heredograma de duas geragdes, simbolos em cinza-escuro
representam individuos com insuficiéncia medular. (*) representa
individuo diretamente avaliado pelos pesquisadores
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Paciente M

Paciente, 33 anos, masculino encaminhado para investigagdo de anemia
normocitica com necessidade transfusional iniciada ha 2 meses. Negava
comorbidades prévias. Relatava irmdo também com anemia e necessidade
transfusional em seguimento no ambulatorio de citopenias e pai falecido aos 65 anos
com diagndstico de neoplasia gastrica. Exame fisico sem dismorfismo, porém
apresentava manchas café com leite (Figura 27). Mielograma com aspirado seco e
biopsia de medula dssea hipercelular (90% de celularidade), reticulogénese grau I11
(OMS), com predominio de série eritroide e displasia megacariocitica e eritroide
(maturagdo presente), sem aumento de células CD34+ (<1%). Teste de DEB foi
negativo para fragilidade cromossdmica. Mantém seguimento hd 4 anos, com
necessidade transfusional mensal de duas unidades de concentrado de hemacias.

O irmao do probando havia iniciado seguimento no ambulatério 3 anos antes,
com primeira consulta aos 32 anos por anemia também com necessidade
transfusional e plaquetopenia leve (121 mil). Diagnéstico inicial de mielofibrose
primaria em razdo da medula Ossea hipercelular, as custas sobretudo da série
granulocitica, com 100% de celularidade. Pesquisa de mutagdo JAK2V617F e
calreticulina foram negativos e auséncia de fusdo génica BCR-ABL1. Mantinha
seguimento irregular e necessidade transfusional mensal de, pelo menos, duas
unidades de concentrados de hemacias.

Foi realizado o sequenciamento de exoma completo, mutacdo no éxon 10 do
gene BLM: ¢.2207 2212delATCTGAinsTAGATTC, classificada com patogénica de
acordo com critérios ACMG (PVSI1, PMI1, PM2, PP3, PP5) e confirmada pela

técnica de Sanger.
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Figura 26 - Heredograma familia M. Simbolos em cinza-escuro representam
pacientes com anemia e alta necessidade transfusional e reticulogénese
acentuada em medula Ossea

Figura 27 - Manchas café com leite em probando da familia M. A: joelho direito e
B: antebrago direito

TATACTTAGATTCCAGCT TACAT QU BARMACYIGGGGAGRARNAATGGATCC TATACTTAGATTCCAGC TACATIIEARACIRGGGGIIARAATGGCTTC

11-6 -7

M\‘M\I\/\ ([

Figura 28 - Familia M. sequenciamento por técnica de Sanger, mostrando frameshift

de sequenciamento do éxon 10 do gene BLM na amostra dos pacientes
I1I-6 e III-7
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Paciente N

Paciente, sexo feminino, 18 anos, encaminhada do ambulatério de
hematologia pediatrica ao ambulatorio de hemostasia de pacientes adultos com
diagnostico de purpura trombocitopénica imune cronica, sem necessidade de
tratamento. Mae relatava plaquetopenia desde 1 ano de idade e como fendomeno
hemorragico apenas aumento de fluxo menstrual e epistaxes esporadicas
autolimitadas. Paciente também fazia seguimento no ambulatorio de genética médica
de outro servico devido a atraso do desenvolvimento neuropsicomotor sem
diagnodstico. Paciente tinha duas irmas higidas, pai falecido por consequéncia de
trauma cranioencefalico e relato de tio paterno falecido no HC-FMUSP servico aos
37 anos em decorréncia de LLA pré-B com caridtipo complexo e segundo tio paterno
com historico de plaquetopenia (ndo foi possivel confirmar informagdo). Ao exame
fisico, apresenta estatura normal, sem dismorfismo evidente. Em razdo do histérico
de neoplasia hematologica na familia, foi transferida do ambulatério de hemostasia ao
de citopenias para investigagdo. Hemograma revelou plaquetopenia leve (109x10°/L)
sem outras citopenias, medula 6ssea normocelular e normomaturativo, caridtipo sem
anormalidades clonais em 20 metafases e biopsia mostrando hipocelularidade de
medula o6ssea (40%) com presenca de displasia megacariocitica com elementos

pequenos, hipolobados ou mononucleados.

BT TY PR LS T AP R LT

Figura 29 - Heredograma da familia da paciente N. Simbolos escuros representam
neoplasia ~ hematolégica,  simbolos  cinza-claro  representam
plaquetopenia; E representa individuo avaliado pelos examinadores, +
representa delecdo de 2.88 Mb em brago longo do cromossomo 22
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Realizado WES, como primeira triagem em genes associados a plaquetopenia
familiar e predisposi¢do a neoplasia mieloide, sem achado suspeito de mutacdo
patogénica. Realizado SNP-array que identificou dele¢dao de 2.88 Mb no brago longo
cromossomo 22 (arrff GRCh37]22q11.21 (18919477 21800471)x1).

G-3189_BG_{CytoScan750R Array).cy 750K cychp: Copy Number Stafe (segments)

G-3189_BG_(CytoScan750K_Array).cy750K cychp: SmoothSignal
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Figura 30 - SNP array Cytoscan® 750k do probando da familia N mostrando
presenca de delecao de 2.88 Mb no brago longo do cromossomo 22
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Tabela 7 - Achados em exoma do gene GATA2 em pacientes com fenotipo suspeito para sindrome de deficiéncia de GATA2

Paciente Fenétipo Variante Proteina Exon Intron ACMG gnomAD*
F I1I-1 inml’;ég‘;%f:ieemia ¢.1143+128C>T 5 B 0,416
c.1143+203A>G 5 B 0,67
c.872-158C>A 3 B 0,576
c.872-187T>C . 3 B 0,595
c.15C>G P5= (p.Pro5=) . B 0,664
GII-1  Linfedema e verrugas 1034 1035insTCTTCTTGTGGCGGCTCTTCTGGCGGC p.A345delinsALLVAALLAA 5 . VUS NR
¢.1018-19C>T posigao 1897 of 1915 . . 4 B 0,15
HIV-1 Linfedema? Infeccao Nenhuma Variante
pulmonar
J Linfedema e verrugas  ¢.872-158C>A . . 3 B 0,567
c.*200C>T . 6 . LB 0,221
c.1143+203A>G . . 5 B 0,676
c.15C>G P5= (p.Pro5=) 2 . B 0,664
c.1018-19C>T posicao 1897 of 1915 (intronico) . 4 B 0,15
L Linfedema Z;géi;é;))C>T intron 4 of 5 posi¢do 1897 of 1915 4 B 0.15
¢.872-187T>C intron 3 of 5 posi¢ao 1535 of 1721
(intrdnico) P 3 B 0,595
c.15C>G P5= (p.Pro5=) 2 . B 0,664
c.1233G>A (p-Alad11=) 6 . LB 0,021
KI-1 AA c.1143+128C>T . . 5 B 0,416
c.15C>G P5= (p.Pro5=) 2 . B 0,664
KII-2 Linfedema c.1018-19C>T . . 4 B 0,15
c.15C>G P5= (p.Pro5=) 2 . B 0,664
c.872-158C>A 1564 of 1721 (intr6nico) . . 3 B 0,576

*Frequéncia alélica na plataforma gnomAD
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Tabela 8 - Caracteristicas clinicas dos pacientes suspeitos de mutacdo do gene GATA?2
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Tabela 8 - Caracteristicas clinicas dos pacientes suspeitos de mutagdo do gene GATA2 (conclusio)
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6 DISCUSSAO

Dos 17 pacientes, em 14 familias ndo relacionadas, foi possivel determinar
gene associado ao fenotipo em sete familias e genes suspeitos em duas familias,
totalizando nove (64%) das familias. Esta taxa ¢ mais alta em relacdo a descrita na
literatura (variagdo entre 11% e 48%) 'l 13715, 1067108 5 que, provavelmente, seja
decorrente da selecdo de pacientes com fenotipos altamente suspeitos e
referenciamento dos pacientes. A maioria dos estudos em busca de mutagdes génicas
em predisposicdo germinativa ocorre em populagdes de criancas e adultos jovens.
Em estudo avaliando 59 pacientes de 17 familias com, pelo menos, dois casos de
doenga hematologica (insuficiéncia medular, SMD ou LMA); mutacdo genética
patogénica foi identificada em cinco familias (29%)!®. Outro levantamento da
Universidade de Chicago em casos adultos e pediatricos encaminhados ao
laboratorio de genética clinica para pesquisa de predisposi¢do a SMD/LMA, usando
painel de Next Generation Sequencing em um periodo de 21 meses, apresentou taxa
de identificagio molecular de, aproximadamente, 19% !>. A mais alta taxa de
identificacdo de genes patogénicos ¢ de grupo francés ao analisar 179 pacientes de
173 familias com insuficiéncia medular com identificagdo de gene causal ou
provavelmente causal em 48% dos casos ',

A maior atengdo aos casos suspeitos de propensdo germinativa teve claro
impacto no numero de familias incluidas no estudo. Ao iniciar este projeto, em 2015,
havia sido identificadas apenas trés familias suspeitas. Ao se concluir a inclusdo de
pacientes em 2018, este niimero passou para 21 familias (anemia de Fanconi foi
excluida), das quais 14 consentiram participar. A inclusdo da categoria neoplasia
mieloide com predisposi¢cdo germinativa em 2016 pela Organizagdo Mundial de
Saude’ também contribuiu para maior visibilidade destes casos aumentando os

encaminhamentos para avaliacao.
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Entre casos cujo fendtipo era compativel com plaquetopenia familiar com,
pelo menos, um caso de neoplasia hematolégica na familia (cinco familias),
mutagdes do gene RUNX1 foram associadas ao fendtipo em duas (familia A e familia
D), firmando diagnostico pela OMS de plaquetopenia familiar e predisposi¢do a
neoplasia mieloide associada ao gene RUNX].

O RUNXI1 ¢ um fator de transcri¢do essencial nos estagios embrionarios da
hematopoiese para formacdo da célula tronco-hematopoiética e na hematopoiese
adulta participam da maturacdo dos megacaridcitos, linfocitos B e T. Nesta fase,
sua auséncia compromete a expansdo das células progenitoras hematopoiéticas
provavelmente, em razio do bloqueio de maturagdo 3%, O RUNXI é composto por
dois dominios principais: o dominio RUNT e o de transativagdo, a maioria das
mutagdes descritas estdo presentes nestes dois dominios *°. Com exce¢do de uma
translocagdo de novo, envolvendo o intron 1 !, todas as dele¢des descritas até o

22,41, 112 o comprometem o éxon 5 '3,

momento envolvem por¢des maiores do gene
A familia A é o primeiro caso publicado #, cuja microdelegdo de 163 kb proximal ao
dominio RUNT envolve apenas os éxons 1 e 2 e esta associado ao fenotipo classico
de plaquetopenia familiar associado a neoplasia mieloide.

As neoplasias mieloides (leucemia mieloide aguda e sindromes
mielodisplasicas) sdo a apresentagdo mais habitual, seguida de leucemia linfoide
aguda T (as duas neoplasias hematologicas sdo presentes na familia A). Entre os
nove casos descritos com diagndstico de leucemia linfoblastica T/linfoma

linfoblastico T publicados ! 43 114-116

, quase a metade (4/9) apresentou subsequente
evolucdo para leucemia mieloide aguda, como observado no paciente AIII-6.

Do ponto de vista clinico, esta familia chama a atengo pelo fato das criangas
(AIV-2 e AIV-5) portadoras da delecdo ndo apresentarem plaquetopenia, fendmeno

também ja descrito previamente’® 45 47

, pela aparente boa resposta as terapias de
inducdo a que foram submetidas no diagndstico de neoplasia hematoldgica com
remissdo de duragdo de, pelo menos, 15 anos para o paciente Alll-2 e,
aproximadamente, 9 anos para o paciente AIll-6 e pela dificuldade de classificacdo
das alteragcdes morfologicas de medula Ossea.

A adequada classificagdo das alteracdes medulares dos portadores com

suspeita de plaquetopenia familiar com predisposi¢do ao desenvolvimento de
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neoplasias mieloides (FPD/MN) ¢ um desafio. A presenca de displasia unilinhagem
de série megacariocitica ndo parece ser uma boa definidora de evolugdo para a
sindrome mielodisplasica neste grupo de pacientes 2>!!7. A mesma estava presente
nos trés casos da familia A com avaliagdo medular, mesmo no paciente AIIl-10, com
histéria apenas de plaquetopenia leve. Os casos do pedigree A com historico de
neoplasia apresentavam celularidade aumentada na medula (Figura 31) em
concordancia com os achados de Kanagal-Shamanna que identificaram uma maior
propor¢ao de pacientes com medula 6ssea hipercelular nos portadores de mutagdo
que desenvolveram neoplasia mieloide.

Mutagdes adicionais sdo consideradas importantes na progressio dos
pacientes portadores de FPD/MN para neoplasia hematologica, mais de 80% dos
pacientes portadores do gene RUNXI/ acima de 50 anos desenvolvem evolugdo
clonal'®®, Embora ndo tenha sido identificada anormalidade citogenética em cariotipo
convencional, a presenca de delecdo de por¢do de brago longo do cromossomo 12 no
caso AIII-2 ndo identificado em mucosa oral, sugeria evolugdo clonal, assim como a
presenca de mutacdo do gene PHF6 em sequnciamento de exoma. No paciente AIll-
6, a presenca de evolugdo clonal molecular com mutagdes somaticas do gene MLL,
BCOR e TET2 parece compativel com evolugdo clinica mais agressiva, € nos outros
quatro portadores da microdelecdo do RUNXI com plaquetopenia leve ou
assintomatica nao foi evidenciada evolucdo clonal. Revisdo sistematica realizada por

Duarte et al!!8

revelou que as mutagdes somaticas adicionais nos genes RUNXI,
TET2, BCOR, PHF6 foram os eventos clonais mais frequentes identificados em

pacientes com FPD/MN que desenvolveram neoplasia mieloide.
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Figura 31 - Imagens de biopsia de medula dssea e mielograma dos pacientes 111-2,
I11-6 e I1I-10 da familia A. A: aspirado de medula 6ssea d probando I1I-2 mostrando
mieloblasto e micromegacariocito (May-Grunwald-Giemsa x 1.000). B: Aspirado de
medula 6ssea do paciente III-6 mostra blastos mieloides, ninhos de eritroblastos,
figura de mitose e disgranulopoiese (May-Grunwald-Giemsa x 500) C, E e G:
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biopsias dos pacientes III-2, III-6, e III-10 respectivamente, mostrando
megacariocitos pequenos e hipolobados (Hematoxilin-eosine x 400). D, F e H:
Imuno-histoquimica para o fator VIII dos pacientes I1-2, II-6, III-10
respectivamente. Também ¢€ possivel perceber uma menor celularidade na bidpsia do
paciente III-10 (sem histérico de neoplasia hematologica) em relagdo aos irmaos III-
2 e III-6.

As duas familias deste estudo identificadas com diagnostico de FPD/MN
apresentam algumas caracteristicas clinicas distintas que merecem aten¢do e sdo
ilustrativas da heterogeneidade de apresentagdo. O probando da familia D foi o
primeiro caso de neoplasia hematologica na familia aos 35 anos e seu pai também
portador da mutacdo RUNXI: c. 320G>C p.Argl07Pro, aos 68 anos apresenta
apenas plaquetopenia moderada. Este caso exemplifica a idade variada de
apresentacdo de neoplasia hematoldgica nesta entidade, que varia na literatura entre 6
e 72 anos 374%%2, Nio ha descrigdo de FPD/MN associada a esta mutagdo, porém a
mesma foi descrita como mutacdo somatica patogé€nica em um caso de citopenia
refrataria com displasia multilinhagem'!® e apresenta classificagdo, provavelmente,
patogénica quando os critérios ACMG sao utilizados (PM1, PM2, PMS5, PP2, PP3).

Ao contrario do visto na familia A, houve recaida de LMA com,
aproximadamente, 12 meses do diagnodstico no probando da familia D. Acredita-se
que a heterogeneidade de apresentacdo possa ser decorrente ndao s6 da
heterogeneidade das mutacdes encontradas (sdo raros casos de mesma mutagdo em
familias diferentes) como também de evolugdo clonal. Por exemplo, é possivel que
mutacdes que causem truncamento com perda de funcdo da proteina e tém efeito
dominante negativo, possam ter maior potencial para malignidade, decorrente da
perda do efeito inibitério do dominio de transativagdo da proteina, mas ainda ndo ¢
observada correlagdo fendtipo — genotipo consistente *°. Diferente do esperado,
contudo, o probando da familia D nd3o apresenta nem mutacdo ocasionando
frameshift de leitura, nem evolucdo clonal identificada, reforcando que os caminhos
que levam ao desenvolvimento de neoplasia mieloide em doenca que apresenta,
aproximadamente, 40% de penetrancia ainda ndo estdo bem elucidados.

A trombocitopenia 2 faz parte das predisposi¢des germinativas a neoplasia

mieloide associada que cursam com plaquetopenia e tem associagdo com mutacgdes
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do gene ANKRD26 7. Em 2011, sua associagdo com casos de plaquetopenia
familiar'?® e a maior incidéncia de neoplasia hematologica®* foram identificadas. O
gene ANKRD?26 ¢ expresso em diversos tecidos, em particular, em cérebro, testiculo
e pele'?!. No tecido hematopoiético, sua expressdo € elevada em células CD34+ e vai
decrescendo durante a maturagdo dos megacariocitos. O mecanismo pelo qual as
mutacdes na regido de 5’UTR levam a plaquetopenia ndo estd completamente
elucidado, mas, ao contrario de outros genes, nos quais se identifica
haploinsuficiéncia ou perda de fun¢do, no caso de mutacdes ANKRD26 o gene
mantém a expressdo elevada em megacariocitos!?®!122,  provavelmente pela
incapacidade dos fatores de transcricdo RUNXI e FLPI inibirem sua transcri¢do. Seu
acumulo leva a hiperativagdo da via ERK1/2 contribuindo para a plaquetopenia 22,
A familia B apresenta mutacdo previamente descrita, em pelo menos, oito
familias'?®, justificando o fendtipo de plaquetopenia moderada sem eventos
hemorragicos importantes. Em estudo analisando 222 portadores de mutagdo
ANKRD?26, 8,4% dos casos apresentavam diagndstico de neoplasia mieloide (LMA,
SMD, LMC)'%. Isto é compativel com a presenca de apenas um caso de SMD com
evolucdo para leucemia aguda e oito pacientes com plaquetopenia (supondo que
todos sejam portadores de mutacdo), ou seja, 12,5% do total de potenciais portadores
de mutagdo. Esta é uma incidéncia bem menor do que a vista em pacientes
portadores de mutagdes germinativas do gene RUNXI. A presenca de evolugdo
clonal com mutagdes nos genes RUNXI, TET2, FLT3, CBL e CUXI, ausente nos
demais pacientes testados desta familia para evolu¢do clonal, pode explicar a

evolucdo desfavoravel da paciente 11-12.

Diferenciar trombocitopenias familiares com plaquetas de tamanho normal,
apenas do ponto de vista clinico, ndo ¢ possivel, dado que, além das mutagdes nos
genes ANKRD26 e RUNXI, mutagdes em ETV6 também fazem parte deste grupo de
doencas definidos na classificacdo da OMS e apresentam-se como plaquetopenia de
tamanho normal com sangramento leve a moderado "-'°. Diferengas entre penetrancia
e risco de desenvolvimento de neoplasia mieloide fazem com que o aconselhamento

genético adequado seja possivel apenas com as informagdes moleculares.
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A sobreposi¢do dos fenodtipos ¢ um desafio diagnostico. O Paciente C, com
histérico pessoal de plaquetopenia e familiar de leucemia, ndo apresentou mutagdes
nos genes suspeitos para o fenétipo de plaquetopenia familiar em andlise por exoma,
nem dele¢do do gene RUNXI no MLPA, porém demonstrou mutagdo heterozigotica
rara no gene TERT, classificada, como VUS pelos critérios do ACMG. O paciente
apresenta teldmero reduzido entre os percentis 1% e 10% do esperado para a idade, o
que nos fez suspeitar que se poderia estar diante de um caso de disqueratose
congénita (telomeropatia) criptica. Os casos de disqueratose congénita associados a
mutagdes do TERT e TERC tém caracteristicas clinicas menos proeminentes com
risco de confusdo com anemia aplastica adquirida e, na maioria das vezes, o
diagnostico ¢ feito na fase adulta 7. O risco de LMA chega a ser 196 vezes maior
neste grupo de pacientes do que o esperado na populagdo '**. A investigacdo do
paciente prosseguiu e apontou a presenca de sinais de hepatopatia cronica e
hipertensdo portal ao exame de imagem, corroborando nossa suspeita do potencial
patogénico desta VUS ser rara com frequéncia alélica menor (MAF) de 0,00000407
na plataforma gnomAD exomes '* 12°. Duvidas persistem no caso deste paciente:
ndo foi possivel caracterizar melhor as leucemias dos irmaos falecidos em razao da
escassez de informacdes e registros médicos (os familiares moram no interior da
Piaui ¢ a familia tem dificuldade de conversar sobre a morte dos filhos/irmaos), seus
filhos portadores de mutacdo apresentam comprimento telomérico normal, as
informagdes na literatura sdo conflitantes em relacdo a presenca de redugdo do
comprimento telomérico nos familiares assintomaticos e sua capacidade de
identificar os portadores de mutagdo 2% 127,

Por fim, nos parece que plaquetopenias, que cursam com retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor ou dismorfismos e histdrico pessoal ou familiar
de neoplasia hematoldgica, devam ser analisadas de forma independente com
aten¢do redobrada para a perda de material genético. Um bom exemplo disso ¢ o
observado no caso da paciente N. Com histérico de retardo de desenvolvimento
neuropsicomotor ¢ familiar de segundo grau, falecido com diagndstico de leucemia
linfoide aguda, a hipdtese inicial era de que poderia ser um caso de predisposi¢ao
germinativa com perda de por¢do do gene RUNXI. Existem casos descritos na

literatura de delecdes do gene RUNXI, que tendem a ser de novo, associadas a
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dismorfismo e/ou retardo de desenvolvimento neuropsicomotor, provavelmente, pela
delegdo de genes adjacentes ao RUNXI #4128, A analise do WES néo evidenciou
mutacdo suspeita nos genes associados a plaquetopenia familiar e neoplasia
mieloide, a delecdo do gene RUNX! foi descartada por MLPA e com uso de SNP
array foi possivel identificar delecdo 22ql1.2. A sindrome de delecdo 22ql11.2
(22q11.2DS) ¢ a microdelecdo cromossoOmica mais comum, acometendo 1 a cada
3.000 a 6.000 nascidos vivos. Tem apresentacdo clinica varidvel e engloba a triade
classica conhecida como sindrome de DiGeorge (aplasia timica, hipoparatireoidismo
e cardiopatia congénita), porém o termo Sindrome Di George ficou reservado aos
pacientes que tém fendtipo compativel, mas onde ndo foi identificado a delecdo
22q11.2 1%,

A maioria dos casos apresenta-se como mutacdes de novo com uma
predominancia de origem materna '3°. Estudo analisando 30 casos de mutagdo
herdada e identificada, apds diagndstico de familiar portador da mutacdo, mostrou
fenotipo mais brando com menor incidéncia de alteragdes que chamariam atencao
médica e ndo parece haver correlagdo entre o tamanho da delecdo e o fendtipo 31

Em nosso caso, ndo se conseguiu identificar se mutacdo era de novo ou nao,
uma vez que o material genético do pai e mde nido se encontrava disponivel para
analise. H4 um aumento de incidéncia de plaquetopenia identificado nos portadores
de 22q.11.2DS associado ao fenomeno que se acredita ser secundario a dele¢do do
gene GPIBB, codificador da glicoproteina 1Bbeta que faz parte integral do receptor
GPIb-IX-V. Em homozigose, alteragdes deste gene podem levar a sindrome de
Bernard Soulier, porém existe outra entidade denominada macrotrombocitopenia
autossdmica dominante que cursa com macroplaquetas, diminui¢do da contagem
plaquetéria e risco aumentado de sangramento !*2. Quanto a incidéncia de neoplasia,
parece ser maior que a da populagdo em geral !3? e, especialmente, maior nos casos
de delegdo distal do 22q11.2.13%13* E importante notar que a paciente nio apresenta a
forma distal da delecdo do gene.

A associagdo de mutacdes do gene GATA2 com quadros de monocitopenia,
infecgdes atipicas, imunodeficiéncia, sindrome mielodisplasica e leucemia foi
descrita em 2011 por grupos independentes®®!3>13¢, Desde entdo, multiplas familias

foram relatadas com, pelo menos, 223 casos descritos®’01:137:133  fazendo com que
9
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esta seja uma das predisposi¢cdes germinativas mais estudadas. Ao mesmo tempo, a
heterogeneidade na apresentacao torna desafiador o manejo destes pacientes.

Em nossa série de casos, pacientes suspeitos de predisposi¢ao germinativa a
neoplasia mieloide associada & mutacao do gene GATA2 constituiram o maior grupo
fenotipico. Provavelmente, isto tenha decorrido da facil identificagdo de sinais
associados a sindrome (em particular, o linfedema e verrugas) mas também porque
parece ser uma das propensdes germinativas mais comuns, correspondendo entre 7%
e 15% das criangas e adolescentes com SMD, 72% dos casos com monossomia 7 em
criangas®! e ainda o terceiro maior niimero de casos em coorte de insuficiéncia
medular, correspondendo a 3,9% dos 179 casos estudados, ficando atras apenas dos
genes SAMDIL (5,6%) e TERC (5,0%) '%°. O motivo de encaminhamento € a origem
dos pacientes foi variavel, dentre eles, a imunologia e dermatologia por infec¢des por
HPV de dificil controle ou pela propria hematologia por diagnostico de insuficiéncia
medular e suspeita de aplasia. Curiosamente, nenhum caso de linfedema congénito
foi encaminhado pelo grupo de cirurgia vascular, apesar de linfedema pessoal ou
familiar ser a caracteristica mais encontrada neste grupo de pacientes (6/7), estando
ausente apenas em um caso.

A confirmagdo molecular de suspeita clinica s6 ocorreu em 42% (3/7) dos
casos. Dos pacientes onde ndo foi identificada mutagdo suspeita no gene GATA2,
dois apresentavam infeccdo de dificil controle por HPV, destes, um era portador de
linfedema e o segundo tinha histérico de micobacteriose atipica identificada por
biopsia, além de evolugdo clonal em medula d6ssea com trissomia 1q (G e F,
respectivamente). Os outros dois pacientes investigados apresentavam fendtipo
menos caracteristico, como no caso H, onde o linfedema era questionavel e o quadro
pulmonar inespecifico e no caso K, uma senhora de 75 anos que apresentava anemia
aplastica e sua filha linfedema sem outros comemorativos.

Em estudo investigando pacientes com fendtipos compativeis com a sindrome
Monomac, que ndo apresentavam mutacdes previamente descritas, foi possivel
identificar mutagdo do intron 4 (NM_32638.5) ou intron 5 (NM_001145661.1) em
cinco dos 22 casos e ainda ficaram sem explicagdo ainda dois casos (9%). Mesmo

com extensa investigacdo, uso de MLPA para avaliagdo de delecdo do gene GATA2 e
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investigacdo de “hotspot” no intron 4, at¢ o momento ndo foi encontrada explicacdo
molecular para o fen6tipo dos pacientes F e J.

Dentre os trés pacientes com mutacdo do gene GATA2 identificados, todos
apresentavam linfedema, contrapondo-se a frequéncia descrita na literatura, variando
entre 15% e 39%°%1137. Dois (E e I) apresentavam mutagdes de novo, uma vez que
ndo foi verificada mutacdo na investigagcao dos pais. Do ponto de vista hematologico,
a evolucdo ¢ claramente distinta na paciente E, que apresentava medula Ossea
hipocelular, pancitopenia com alta necessidade transfusional e monossomia 7 e idade
de inicio de seguimento com hematologia menor (16 anos). Enquanto os pacientes G
e I apresentavam citopenias sem necessidade transfusional e um historico florido de
infecgoes de repeticdo.

A sindrome de deficiéncia do GATA2 tem apresentacdo clinica heterogénea
bem reconhecida e, at¢ o momento, ndo foi possivel fazer uma correlagdo
gendtipo/fenodtipo, com excecdo de um risco aumentado de leucemia nos pacientes
que apresentavam mutagdo missense, quando comparados aos portadores de mutagao
do tipo frameshift ou nonsense '37. Nos pacientes E e J a muta¢ido de novo no éxon 3
causa frameshift de leitura e stop codon precoce, porém, do ponto de vista
hematologico apresentaram evolucdes clinicas bem distintas: a primeira, evoluindo
com insuficiéncia medular grave com medula hipocelular excesso de blastos e
monossomia 7, citopenias e infecg¢des sistémicas apos evolucdo para neutropenia
grave; a segunda, apresentando infecgdes recorrentes, sem necessidade transfusional
ou citopenias graves com exce¢do de monocitopenia.

Por sua vez, a paciente G apresentava inser¢dao de 27 nucleotideos no éxon 5
proximal a regido ZF2 (Zinc Finger 2), tinha imunodeficiéncia e complicagdes
infecciosas, como principal caracteristica clinica. A medula dssea ndo apresentava
alteracdes displasicas, porém foi identificada evolucdo clonal citogenética com
trissomias 8 e 1q. Na anemia de Fanconi, que costuma apresentar alteracdes
cromossOmicas ndo balanceadas, a trissomia 1q ¢ a alteragdo citogenética mais
comum!¥*140 ¢ ndo estd, necessariamente, associada a presenga de SMD(3*9). Em
coorte de criangas e adolescentes alemas, a presenca de alteragdes citogenéticas
também foi identificada em portadores de mutacdo do gene GATA2 onde a

monossomia 7, seguida do der(1;7)(q10;p10) e trissomia oito foram as mais comuns
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61 Tsto corresponde ao que foi encontrado em nossos casos € mesmo no paciente F,
com fendtipo altamente suspeito, porém sem confirmag¢ao molecular.

Foi possivel realizar a investiga¢do de evolugdo clonal por meio de WES na
paciente G. Como surpresa, ndo foi verificada evidéncia de evolucao clonal
molecular apesar da evolugdo clonal citogenética. Neste caso, outra particularidade
vem do fato de a mae do probando, que também apresentava a mesma inser¢ao, com
excecdo de monocitopenia identificada em hemograma e um relato de anemia
esporadica, ndo apresentar histérico de infec¢des. Infelizmente, ndo foi possivel
aprofundar a investigacdo hematoldgica da mesma. Varios mecanismos podem estar
envolvidos nestas diferentes apresentacdes, desde a evolugdo clonal até mecanismos
epigenéticos, como no caso de irmas gémeas com mutacao de novo do GATA2 com
apresentacdes clinicas diferentes, atribuidas a hipermetilagdo da regido promotora do
gene GATA2 no probando com diagnostico de SMD!#!,

Um pequeno estudo realizado em pacientes com diagnostico de disqueratose
congénita criptica sugere que podem haver outros mecanismos de progressdo para
SMD/LMA independente da aquisicdo de mutagdes somadticas. A presenca de
mutagdes somaticas clonais neste grupo parece ser evento raro, levantando a hipotese
de que este ndo parece ser o principal mecanismo de progressdo leucémica neste
grupo de pacientes'*?. Embora seja um estudo preliminar em um grupo de pacientes
diferentes, parece-nos razoavel, acreditar que mecanismos alternativos, como a
instabilidade cromossomica favorecida pela presenga de telomeros curtos (presentes
no caso de nossa paciente) poderia contribuir no surgimento de neoplasias mieloides.

Por outro lado, a paciente E, com clara evolu¢do para SMD de alto risco,
apresentava evolucdo clonal citogenética com monossomia 7 € molecular com
mutacdes dos genes ASXLI, ETV6 e KRAS. Mutagdes somaticas do gene ASXLI ja
foram descritas em diversas neoplasias mieloides, incluindo LMA, e sao
consideradas fator de mau prognostico em SMD primdria e leucemia
mielomonocitica cronica'#»'%, Informagdes sobre a evolugdo clonal molecular em
pacientes com sindrome de delecdo do GATA2 ainda ¢é escassa, mas o gene ASXL]
foi objeto de estudo e encontrado em, aproximadamente, 29% pacientes com SMD e
LMMC e mutagdo do GATA2 %196 Acredita-se que as mutagdes germinativas do

GATA2 e somatica do ASXLI possam agir de forma sinérgica. Assim como o
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GATA2, o ASXL1 parece interagir com fatores de transcricdo ETS como o PU.1,
cuja delecdo ou redugio de atividade promove neoplasias malignas 7.

A evolugdo catastrofica dos casos altamente suspeitos (F e J) e dos
confirmados (E, G, I) de sindrome de deficiéncia do gene GATA2 da presente série
reforca a importincia de identificagdo, diagnostico precoce e avaliagdo dos
familiares potenciais doadores. Apenas dois probandos (I e J) estdo vivos. Um deles
(I) foi submetido a TMO haploidéntico do pai ndo portador de mutacdo. A
penetrancia ¢ alta e o risco de desenvolvimento de neoplasia hematoldgica aumenta
com a idade, mas a principal causa de morte continua sendo infecciosa, como foi
visto na presente casuistica '3’

Os irmaos da familia M mantiveram-se sem causa molecular para o fenotipo,
até o final deste estudo. A analise molecular por WES do probando NIII-7 revelou a
presenca de mutacao heterozigota do gene BLM, confirmada por Sanger e presente
também em sequenciamento direto de seu irmdo. Este gene codifica helicase
RecQL3, responsavel por corrigir erros nos garfos de replicagio de DNA!8, seu
funcionamento adequado, portanto, faz parte da manutencdo da estabilidade
gendmica. A sindrome de Bloom ¢ uma doenca autossomica recessiva associada a
mutagdes do gene BLM, caracterizada por um aumento de risco de neoplasia
maligna, além disso, apresenta dismorfismos como baixa estatura e redugdo da
gordura subcutdnea, infertilidade masculina e subfertilidade feminina
hipersensibilidade a exposi¢do solar, manchas hipo e hiperpigmentadas '*%!%°, Mais
comum em Judeus Ashkenazi, a frequéncia de mutacdo nesta populacdo ¢ pouco
menor que 0,1% (1 em 107)°’. O paciente ndo relata ascendéncia judia e é portador
de mutagdo classicamente encontrada neste grupo populacional e, provavelmente,
patogénica.

O risco de desenvolvimento de neoplasia em pacientes heterozigotos para
presenca de mutagdes BLM, no entanto, ndo esta claro. Estudos em modelos in vitro
sugerem algumas mutagdes em heterozigose causem risco aumentado de
carcinogénese '°° e os resultados de investiga¢do de tumores solidos, como neoplasia
de mama e colon ¢é controverso'®!, uma vez que os estudos precisariam sequenciar
um enorme nimero de casos e controles para obter poder estatistico suficiente para

definir se portadores heterozigotos também estio em risco aumentado'>?. Na
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plataforma COSMIC a descri¢ao de mutagdo somadtica do gene BLM ocorre em 2

casos apenas. '3

A primeira vista pode parecer estranha a inclusio de uma familia com dois
irmdos com diagnostico de anemia aplastica (familia L) em investigacdo para
predisposicdo germinativa a neoplasia mieloide em nossa série de casos, mas isto
decorre de possiveis falhas ao diagnosticar algumas insuficiéncias medulares e
telomeropatias, ja que 2% - 5% dos casos com insuficiéncia medular podem

154

apresentar a forma criptica da disqueratose congénita e havia o potencial de

erroneamente classificar estes dois irmaos com anemia apléstica adquirida.

O advento das técnicas de NGS e a progressiva queda nos custos
revolucionou o entendimento das neoplasias como um todo e propiciou o
descobrimento de novos genes implicados no aumento de risco para neoplasias
mieloides. Neste estudo, a ordem inicial de investigacdo com técnica de
sequenciamento direto por Sanger como primeira etapa foi subvertida em alguns
casos em razdo da disponibilidade e questdes logisticas na realizacdo de
sequenciamento de exoma inteiro e os achados das mutagdes germinativas suspeitas
foram sempre confirmados pela técnica de Sanger. Foram realizados
sequenciamentos de exoma distintos para busca de mutagdes somaticas e
germinativas, cuja diferenca principal reside na profundidade de cobertura, que ¢
maior para as mutacdes somaticas.

O tecido do qual o DNA ¢ extraido, ¢ relevante uma vez que amostras de
sangue periférico e medula dssea sdo representativas das células de origem tumoral e
além disso, podem apresentar hematopoese clonal. Este termo ¢ utilizado para
descrever a presenca de clone derivado de célula progenitora hematopoiética que
adquiriu mutagdes somaticas '3* e pode ser encontrado em cerca de 10% das pessoas
acima de 65 anos e menos de 1% dos abaixo de 50 anos !>,

O ideal ¢ fazer testes pareados de tecido acometido pela neoplasia (no caso
sangue ou medula Ossea) e tecido potencialmente representativo de origem
germinativa'®. A origem preferencial do DNA para pesquisa de mutagdes que

induzem propensdo germinativa para neoplasia hematoldgica, atualmente, ¢ a cultura
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de fibroblastos de pele. A cultura, ao contrario da extragdo direta do DNA da pele,
diminui o risco de contaminagdo com sangue periférico'®, mas o tempo de 3 a 4
semanas para obtencao de quantidade suficiente de DNA ¢é um fator limitante. H4 um
pequeno estudo que sugere alternativas como o swab de mucosa oral otimizado para
extragdo de células epiteliais e linfocitos T'5®. Na casuistica do ambulatério de
citopenias HC-FMUSP, foi utilizado sangue periférico ou medula Ossea para
identificacdo de mutacdes suspeitas e a presenga da mesma mutacdo em mais de um
individuo na familia, em particular de gera¢des diferentes, foi usado como indicio
forte de origem germinativa da mutacdo. Dois casos (E e I), apresentaram-se como
mutagdes de novo, a primeira com evidéncia de linfedema, desde o nascimento,
também elevando a suspeita de origem germinativa e o segundo também com

sintomas desde a infancia.

Além do exposto em relagdo a origem do DNA e auséncia de comparagao
pareada de amostras, este estudo apresenta outras limitacdes que merecem destaque.
A populagdo foi selecionada por meio de revisdo de cadastro no ambulatorio e
referenciamento para investigagdo, e as propor¢des encontradas de pacientes
suspeitos e identificados de propensdo germinativa podem estar superestimadas. Ao
mesmo tempo, ndo foram incluidos nesta avaliacdo os pacientes com diagnostico de
leucemia ou neoplasia hematologica sem outros comemorativos, uma vez que esta
avaliagdo se limitou apenas ao ambulatorio de citopenias e ndo incluiu pacientes com
leucemia aguda de novo (seguimento em ambulatério distinto). Além disto,
propensdes germinativas que apresentam idade de diagndstico semelhante a de casos
esporadicos como nos casos de mutagdo do DDX41 **, podem, inicialmente, nio
terem sido considerados suspeitos e historia clinica no ambulatério ter sido menos
aprofundada contribuindo, para que o grupo da OMS classificado como
predisposicdo sem distirbio prévio ou dismorfismo que inclui as mutagdes do
CEBPA e DDX41 nao tivessem representantes na presente casuistica.

Ainda faltam critérios claros para definir o quanto dos achados medulares
estdo associados a progressdo da doenca para sindrome mielodisplasica ou fazem
parte do esperado em razdo da presenga da mutagdo. As mutacdes do gene RUNX]

promovem displasia da série megacariocitica e isto ndo necessariamente estd
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22117 Mesmo com revisdo

relacionado a progressdo para mielodisplasia
anatomopatologica de todos os casos, houve dificuldade em classificar os achados

medulares pelos critérios da OMS para mielodisplasia de novo.

Embora ndo tenha sido o objetivo deste estudo, se faz necessaria a correlagao
entre as mutagdes encontradas, o fenotipo clinico e estudos funcionais em modelos in
vitro ¢ in vivo para melhor entendimento dos mecanismos fisiopatologicos de
doencas que, mesmo com acometimento do mesmo gene, podem apresentar
fendomenos hematologicos e imunologicos distintos. Mutagdes raras, sem relatos
prévios na literatura ou estudos funcionais, sdo de dificil interpretacdo, mesmo
quando sdo utilizamos os critérios do ACMG. Das nove mutagdes génicas
consideradas suspeitas nesta casuistica, duas (22%) foram classificadas como
variante de significado indeterminado e isto também ¢ um problema que € facilmente
transportado para a clinica. Em principio, decisdes clinicas ndo devem ser
influenciadas pela presenca de uma VUS, mas os resultados devem ser sempre
revisitados de maneira sistematica para que novas informagdes e potenciais

reclassificagdes de variantes ndo passem desapercebidas!®®.

Este ¢ o primeiro estudo da América Latina que se tem conhecimento com
foco especifico em casos suspeitos de propensdo germinativa para neoplasia mieloide
e que avaliou multiplos fenotipos. A colaboragdo com outros centros e grupos de
pesquisa internacionais, em particular, o grupo de Dra Lucy Godley da Universidade
de Chicago e o RUNXI database coordenado pelo grupo australiano, iniciados
durante este estudo, poderao contribuir ndo apenas no avanco de pesquisa local, mas
também no entendimento global de doencas consideradas raras, mas, que podem

corresponder a cerca de 10% de todos os casos de neoplasias mieloides '°.
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7 CONCLUSAO

Pacientes com suspeita de propensdo germinativa correspondem a uma
porcdo significativa daqueles em seguimento no ambulatério de citopenias,

representando 9% do total de casos e 37,7% dos menores de 40 anos de idade.

Plaquetopenia familiar e suspeita de sindrome de deficiéncia do gene GATA2
foram os grupos fenotipicos mais prevalentes. Confirmag¢do molecular da presenga

de mutagdes em genes altamente suspeitos ocorreu em 50% das 14 familias.

Evolucdo clonal molecular ndo foi identificada em todos os casos de
portadores de mutagdo germinativa, mesmo quando houve progressdo para LMA ou
havia evolugdo clonal em cariotipo, sugerindo que pode haver outros mecanismos

para progressao associados ao processo de leucemogénese.

O diagnodstico preciso ainda ¢ um desafio, mas os casos devem ser
constantemente reavaliados ndo s6 clinicamente, mas também quanto a

reclassificacdo das variantes génicas.
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8 ANEXOS

Anexo 1. Termo de Consentimento

NOME DO PARTICIPANTE DA PESQUISA:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servigco de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:

2 anos.

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE DA PESQUISA

1. Objetivo da pesquisa

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo clinico por ter suspeita de ser portador da
doenga sindrome mielodisplasica familiar. Este estudo visa caracterizar as alteragdes encontradas em
seu sangue (diminui¢do da quantidade de células do sangue), as alteragdes hematoldgicas da medula
ossea (local de produgdo das células do sangue) e também se existem alteragdes semelhantes em sua
familia. Tem como objetivo também identificar possiveis causas genéticas destas alteragdes. Os genes
estudados nesta pesquisa estdo relacionados a produgao das células do sangue e surgimento de cancer.
Se nenhuma alteragdo for identificada nestes genes, podera ser empregada técnica para estudar toda a
sequéncia de seus genes.

2. Testes e procedimentos

A coleta de exames de sangue ¢ medula dssea ja € necessaria para a sua avaliagdo médica de rotina,
independente da pesquisa. Estes exames tém como objetivo a avaliagdo da alteragdo da quantidade de
células, alteragdo de sua fungdo e composi¢do. Caso deseje participar desta pesquisa serd necessario
responder a um curto questionario sobre doengas em sua familia (cerca de 5 minutos), ser submetido a
algumas fotografias e coletar uma maior quantidade de sangue e material de medula 6ssea, quando for
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realizar seu exame de rotina. Este material adicional serd utilizado para realizagdo de testes genéticos
mais detalhados.

A coleta de sangue sera realizada por meio de agulha em veia do antebrago no momento de coleta de
exames para a sua consulta de rotina. Serdo coletados cerca de 15mL (3 colheres de sobremesa) a
mais do que o habitual.

A coleta de material de medula 6ssea ¢ um procedimento no qual, apos anestesia local, uma agulha ¢é
introduzida em osso de quadril e a medula dssea (cujo aspecto se assemelha ao sangue) ¢ aspirado.
Este exame ja faz parte de sua rotina médica e havera apenas a coleta de material adicional (cerca de
10mL ou 2 colheres de sobremesa), para os testes genéticos desta pesquisa.

As técnicas de laboratorio utilizadas para identificar possiveis alteragdes genéticas sdo varias como,
caridtipo (estuda todos os cromossomos), Hibridagdo Gendémica Comparativa (estuda varios genes),
rea¢do de polimerase em cadeia e hibridagdo in situ por fluorescéncia (para avaliar um Unico tipo de
gene) e exoma (para avaliar todo o seu conjunto de genes).

3. Riscos e inconveniéncias

Essas coletas serdo feitas apenas para este estudo, mas ndo vdo curar sua doenga. Nao vao causar
nenhum problema, exceto o pequeno incdmodo de dor no momento da coleta (introdugdo da agulha
para retirada do sangue), sendo o desconforto semelhante ao da pungao habitual para coleta de exames
ou da rotina para a consulta. No caso da coleta de material de medula dssea podera haver desconforto
momentaneo no lugar da pungdo. Apesar dos cuidados que serdo tomados em relagdo a manter seu
anonimato, existe um risco minimo de suas informagdes e imagens serem divulgadas, podendo
interferir na sua rotina e ocorrer discriminagao.

4. Beneficios

De imediato, ndo ha beneficio direto em participar do estudo, o tratamento seguira de forma habitual.
Somente no final do estudo se podera concluir sobre a influéncia das alteragdes genéticas (caso sejam
encontradas) em sua doenca. Podera haver algum beneficio para vocé e para seus familiares, caso os
exames tragam alguma informacao relevante.

5. Custo da participacio

Nao existe custo ou despesa para participar desta pesquisa. Exames, consultas (acompanhamento
clinico) e aconselhamento genético serdo realizados e também ndo terdo custo para vocé. Vocé ndo
sera pago para participar da pesquisa, mas caso tenha despesas diretamente e exclusivamente
relacionadas a sua participagdo como, por exemplo, transporte ao local de consulta e alimentagao,
vocé sera ressarcido, bem como seu o acompanhante.

Sera garantido seu direito a indenizagdo e assisténcia integral e gratuita caso vocé sofra algum dano
ou prejuizo imediato ou tardio, direto ou indireto, decorrente de sua participagdo nesta pesquisa.
Jamais sera exigido de voc€ que renuncie a este direito.

6. Retirada do consentimento para participar do estudo

E garantida a sua liberdade da retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, com validade a partir da data da comunicacdo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. Vocé podera retirar o seu consentimento de armazenamento do material
genético. Para isso basta solicitar por escrito que ndo deseja mais participar da pesquisa e assinar.

7. Armazenamento de amostras

O material colhido serd armazenado até a finalizagdo desta pesquisa apds o qual podera ser
descartado. O pesquisador tem o compromisso de utilizar os dados e o material coletado somente para
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esta pesquisa. Caso o pesquisador queira fazer outra pesquisa, ele pedird sua autorizagdo por escrito
(novo TCLE) e explicara a nova pesquisa.

Sua amostra de material genético podera ser encaminhada a ao laboratério da Universidade de
Chicago (Estados Unidos da America) como parte desta pesquisa, com o objetivo de aprofundar a
analise de possiveis alteragcdes genéticas. Sendo armazenada pelo periodo apenas de duragdo da
pesquisa.

8. Algumas perguntas

a. Caso tenham sido coletadas amostras de sangue ou medula para estudos rotineiros de avaliagdo de
sua doenga e os mesmos estejam armazenados (devido a rotina laboratorial) antes do inicio desta
pesquisa estes poderdo ser analisados como parte desta pesquisa?
() SIM, autorizo a utilizagdo destas amostras para estudos de genéticos caso seja pertinente para a
pesquisa.

() NAO autorizo a utilizagio destas amostras.

b. Caso tenham sido tiradas fotografias:
() SIM, concordo que sejam incluidas em publicagdes cientificas, se necessario e/ou em aulas
para profissionais da saude.

() NAO concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicago ou apresentagio.

¢. Vocé autoriza que os pesquisadores associados a esta pesquisa tenham acesso aos dados de seu
prontudrio médico?
() SIM, autorizo o acesso aos dados de meu prontuario médico.

() NAO autorizo o acesso aos dados de meu prontuario médico.

d. Caso deseje, podera tomar conhecimento dos resultados parciais da pesquisa, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores.
() SIM, desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

e. Entendo que a autorizagdo de coleta, deposito, armazenamento e uso de meu material biologico
humano (sangue, medula 6ssea, células da mucosa oral) para pesquisa cientifica ¢ uma decisdo
voluntaria, portanto:

() SIM, autorizo a coleta, deposito, armazenamento e uso de meu material bioldégico humano.

() NAO autorizo a coleta, depdsito, armazenamento e uso de meu material biolégico humano.

9. Confidencialidade

As informagdes obtidas fardo parte apenas desta pesquisa e serdo analisadas em conjunto com outros
participantes da pesquisa, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum participante da pesquisa.
Portanto seu sigilo e privacidade de seus dados pessoais serdo garantidos. Se vocé autorizou o uso de
fotografias, tarjas pretas serdo utilizadas para evitar a sua identificagdo.
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Caso deseje tomar conhecimento dos resultados da pesquisa, vocé sera informado sobre os resultados
dos testes genéticos e qual o significado desses resultados para vocé e sua familia.

10. Duvidas

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. A pesquisadora responsavel ¢ a Dra Elvira Deolinda Rodrigues
Pereira Velloso que pode ser encontrada no Laboratorio de Citogenética, 1° andar do Prédio dos
Ambulatérios do ICHC, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones:
(11) 4573-7631 horario comercial e (11) 99990-3279 (24 horas).

Se vocé tiver dividas sobre os seus direitos como um participante de um estudo clinico, vocé pode
entrar em contato com o Comité de Etica responsavel pelo estudo nesta instituicdo ou com a CONEP.

O Comité de Etica ¢ um érgdo responsavel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos éticos de
todas as pesquisas envolvendo seres humanos, visando garantir a dignidade, os direitos, a seguranca e
o bem-estar do participante de pesquisa. A CONEP (Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa) ¢ um
orgdo vinculado ao Conselho Nacional de Saude que examina os aspectos €ticos das pesquisas que
envolvem seres humanos, fazendo e atualizando as regras para a protecdo dos participantes de
pesquisa, além de coordenar a rede de Comités de Etica das instituigdes.

Nome do CEP: CAPPesq - Comissio de Etica para Anilise de Projetos de Pesquisa do HC-
FMUSP.

Enderego: Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar do Prédio da Administragdo - Cerqueira
César, 05403-010, Sao Paulo/SP.

Telefone: (11) 2661-7585/ (11) 2661-1548 / (11) 2661-1549.

Email: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Horario de Funcionamento: De segunda a sexta-feira das 07h as 16h.

CONEP: Comissio Nacional de Etica em Pesquisa

Telefone para contato: (61) 3315-5877 ou (61) 3315-5878

Email: conep@saude.gov.br

Endereco: SRTV 701, SRTVN, Edificio PO 700 - Brasilia, DF, SRTVN - Asa Norte, Brasilia - DF,
70723-040

Horario de Funcionamento: De segunda a sexta-feira, das 8h as 18h

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgoes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “ESTUDO MOLECULAR E CITOGENETICO
DE SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA FAMILIAR”. Eu
discuti com o pesquisador sobre a minha decisio em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacido ¢ isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico.
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Este documento tera duas vias. Caso concorde em participar da pesquisa, ele devera ser
assinado tanto por vocé quanto pelo pesquisador. Uma via ficard com vocé e a outra com o
pesquisador.

Nome do (a) Participante da Pesquisa

Assinatura do (a) Participante da Pesquisa Data

Nome da Testemunha (se aplicavel)

Assinatura da Testemunha (se aplicavel) Data

(Somente para o pesquisador) - Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste participante da pesquisa para a participagao neste estudo.

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador Data
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Anexo 2. TCLE Versao Familiares

NOME DO PARTICIPANTE DA PESQUISA:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servigco de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:

2 anos.

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE DA PESQUISA

1. Objetivo da pesquisa

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo clinico porque seu familiar tem diminui¢io
da quantidade e alteragdes nas células sanguineas e existe a suspeita de que estas alteragdes possam
ter um carater familiar (sindrome mielodisplasica familiar). Este estudo tem como objetivo avaliar e
caracterizar estas alteragdes, avaliar se outros familiares também as apresentam e identificar possiveis
causas genéticas destas alteragdes. Os genes estudados nesta pesquisa estio relacionados a producdo
das células do sangue e surgimento de cancer. Se nenhuma alteragdo for identificada nestes genes,
podera ser empregada técnica para estudar toda a sequéncia de seus genes.

2. Testes e procedimentos

A coleta de exames de sangue e medula Ossea ja ¢ necessaria para a avaliagdo médica de rotina,
independente da pesquisa. Estes exames tém como objetivo a avaliagdo da alteragdo da quantidade de
células, alteragdo de sua fungdo e composi¢do. Caso deseje participar desta pesquisa serd necessario
responder a um curto questionario sobre doengas em sua familia (cerca de 5 minutos), ser submetido a
algumas fotografias e coletar uma maior quantidade de sangue e material de medula 6ssea, quando for
realizar seu exame de rotina. Este material adicional sera utilizado para realiza¢ao de testes genéticos
mais detalhados.

A coleta de sangue sera realizada por meio de agulha em veia do antebrago no momento de coleta de
exames para a sua consulta de rotina. Serdo coletados cerca de 15mL (3 colheres de sobremesa) a
mais do que o habitual.
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A coleta de material de medula 6ssea ¢ um procedimento no qual, apos anestesia local, uma agulha ¢é
introduzida em osso de quadril e a medula dssea (cujo aspecto se assemelha ao sangue) ¢ aspirado.
Este exame ja faz parte de sua rotina médica e havera apenas a coleta de material adicional (cerca de
10mL ou 2 colheres de sobremesa), para os testes genéticos desta pesquisa.

As técnicas de laboratorio utilizadas para identificar possiveis alteragdes genéticas sdo varias como
caridtipo (estuda todos os cromossomos), Hibridagdo Gendémica Comparativa (estuda varios genes),
reagdo de polimerase em cadeia e hibridacdo in situ por fluorescéncia (para avaliar um unico tipo de
gene) e exoma (para avaliar todo o seu conjunto de genes).

3. Riscos e inconveniéncias

Essas coletas serdo feitas apenas para este estudo, mas ndo vao curar a doenga. Ndo vao causar
nenhum problema, exceto o pequeno incdmodo de dor no momento da coleta (introdugdo da agulha
para retirada do sangue), sendo o desconforto semelhante ao da pungao habitual para coleta de exames
ou da rotina para a consulta. No caso da coleta de material de medula dssea podera haver desconforto
momentaneo no lugar da pungdo. Apesar dos cuidados que serdo tomados em relagdo a manter seu
anonimato, existe um risco minimo de suas informagdes ¢ imagens poderem ser divulgadas, podendo
interferir na sua rotina e ocorrer discriminagao.

4. Beneficios

De imediato, ndo ha beneficio direto em participar do estudo. Somente no final do estudo se podera
concluir sobre a influéncia das alteragdes genéticas (caso sejam encontradas) no seu familiar ou em
vocé. Podera haver algum beneficio para vocé ou para seus familiares caso os exames tragam alguma
informacdo relevante para o médico assistente.

5. Custo da participacio

Nao existe custo ou despesa para participar desta pesquisa. Exames, consultas (acompanhamento
clinico) e aconselhamento genético serdo realizados e também ndo terdo custo para vocé. Vocé ndo
sera pago para participar da pesquisa, mas caso tenha despesas diretamente e exclusivamente
relacionadas a sua participagdo como, por exemplo, transporte ao local de consulta e alimentagao,
vocé sera ressarcido, bem como seu acompanhante.

Sera garantido seu direito a indenizagdo e assisténcia integral e gratuita caso vocé sofra algum dano
ou prejuizo imediato ou tardio, direto ou indireto, decorrente de sua participagdo nesta pesquisa.
Jamais sera exigido de voc€ que renuncie a este direito.

6. Retirada do consentimento para participar do estudo

E garantida a sua liberdade da retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, com validade a partir da data da comunicacdo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. Vocé podera retirar o seu consentimento de armazenamento do material
genético. Para isso basta solicitar por escrito que ndo deseja mais participar da pesquisa e assinar.

7. Armazenamento de amostras

O material colhido serd armazenado até a finalizagdo desta pesquisa apds o qual podera ser
descartado. O pesquisador tem o compromisso de utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa. Caso o pesquisador queira fazer outra pesquisa, ele pedird sua autoriza¢do por escrito
(novo TCLE) e explicara a nova pesquisa.

Sua amostra de material genético podera ser encaminhada a ao laboratério da Universidade de
Chicago (Estados Unidos da America) como parte desta pesquisa, com o objetivo de aprofundar a
analise de possiveis alteragcdes genéticas. Sendo armazenada pelo periodo apenas de duragdo da
pesquisa.
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8. Algumas perguntas

e. Caso tenham sido coletadas amostras de sangue ou medula para estudos rotineiros de avaliagdo de
sua doenga e os mesmos estejam armazenados (devido a rotina laboratorial) antes do inicio desta
pesquisa estes poderao ser analisados como parte desta pesquisa?

() SIM, autorizo a utilizagdo destas amostras para estudos de genéticos caso seja pertinente para a
pesquisa.

() NAO autorizo a utilizagio destas amostras.

f. Caso tenham sido tiradas fotografias:
() SIM, concordo que sejam incluidas em publicagdes cientificas, se necessario e/ou em aulas
para profissionais da saude.

() NAO concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicago ou apresentacio.

g. Vocé autoriza que os pesquisadores associados a esta pesquisa tenham acesso aos dados de seu
prontudrio médico?
() SIM, autorizo o acesso aos dados de meu prontuario médico.

() NAO autorizo o acesso aos dados de meu prontuario médico.

h. Caso deseje, podera tomar conhecimento dos resultados parciais da pesquisa, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores.

() SIM, desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

e. Entendo que a autorizagdo de coleta, deposito, armazenamento e uso de meu material biologico
humano (sangue, medula 6ssea, células da mucosa oral) para pesquisa cientifica ¢ uma decisdo
voluntaria, portanto:

() SIM, autorizo a coleta, deposito, armazenamento e uso de meu material biolégico humano.

() NAO autorizo a coleta, depdsito, armazenamento e uso de meu material biolégico humano.

9. Confidencialidade

As informagdes obtidas fardo parte apenas desta pesquisa e serdo analisadas em conjunto com outros
participantes da pesquisa, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum participante da pesquisa.
Portanto seu sigilo e privacidade de seus dados pessoais serdo garantidos. Se vocé autorizou o uso de
fotografias, tarjas pretas serdo utilizadas para evitar a identificagao.

Caso deseje tomar conhecimento dos resultados da pesquisa, vocé sera informado sobre os resultados
dos testes genéticos e qual o significado desses resultados para vocé e sua familia.

10. Duvidas

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O pesquisador responsavel é a Dra Elvira Deolinda Rodrigues
Pereira Velloso que pode ser encontrada no Laboratorio de Citogenética, 1° andar do Prédio dos
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Ambulatérios do ICHC, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones:
(11) 4573-7631 horario comercial e (11) 99990-3279 (24 horas).

Se vocé tiver dividas sobre os seus direitos como um participante de um estudo clinico, vocé pode
entrar em contato com o Comité de Etica responsavel pelo estudo nesta instituicdo ou com a CONEP.

O Comité de Etica ¢ um érgdo responsavel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos éticos de
todas as pesquisas envolvendo seres humanos, visando garantir a dignidade, os direitos, a seguranca e
o bem-estar do participante de pesquisa. A CONEP (Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa) ¢ um
orgdo vinculado ao Conselho Nacional de Saude que examina os aspectos €ticos das pesquisas que
envolvem seres humanos, fazendo e atualizando as regras para a protecdo dos participantes de
pesquisa, além de coordenar a rede de Comités de Etica das instituigdes.

Nome do CEP: CAPPesq - Comissio de Etica para Anilise de Projetos de Pesquisa do HC-
FMUSP.

Enderego: Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar do Prédio da Administragdo - Cerqueira
César, 05403-010, Sao Paulo/SP.

Telefone: (11) 2661-7585 / (11) 2661-1548 / (11) 2661-1549.

Email: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Horario de Funcionamento: De segunda a sexta-feira das 07h as 16h.

CONEP: Comissio Nacional de Etica em Pesquisa

Telefones para contato: (61) 3315-5877 ou (61) 3315-5878

Email: conep@saude.gov.br

Endereco: SRTV 701, SRTVN, Edificio PO 700 - Brasilia, DF, SRTVN - Asa Norte, Brasilia - DF,
70723-040

Horario de Funcionamento: De segunda a sexta-feira, das 8h as 18h

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgoes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “ESTUDO MOLECULAR E CITOGENETICO
DE SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA FAMILIAR”. Eu
discuti com o pesquisador sobre a minha decisio em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacido ¢ isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico.

Este documento tera duas vias. Caso concorde em participar da pesquisa ele devera ser
assinado tanto por vocé quanto pelo pesquisador. Uma via ficarda com vocé e a outra com o
pesquisador.

Nome do (a) Participante da Pesquisa

Assinatura do (a) Participante da Pesquisa Data
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Nome da Testemunha (se aplicavel)

Assinatura da Testemunha (se aplicavel) Data

(Somente para o pesquisador) - Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste participante da pesquisa para a participagao neste estudo.

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador Data
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Anexo 3. TCLE versao para o responsavel Legal

NOME DO PARTICIPANTE DA PESQUISA:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servico de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:

2 anos.

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO REPRESENTANTE LEGAL DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA

1. Objetivo da pesquisa

O(A) seu filho(a), ou o menor sobre o qual vocé tem responsabilidade legal, estd sendo
convidado(a) a participar de um estudo clinico por ter suspeita de ser portador da doenga sindrome
mielodisplasica familiar. Este estudo visa caracterizar as alteragdes encontradas em seu sangue
(diminui¢do da quantidade de células do sangue), as alteragcdes hematoldgicas da medula dssea (local
de produgdo das células do sangue) e também se existem alteragdes semelhantes em sua familia. Tem
como objetivo também identificar possiveis causas genéticas destas alteragdes. Os genes estudados
nesta pesquisa estdo relacionados a produgdo das células do sangue e surgimento de cancer. Se
nenhuma alteracdo for identificada nestes genes, poderd ser empregada técnica para estudar toda a
sequéncia de seus genes.

2. Testes e procedimentos

A coleta de exames de sangue e medula dssea ja ¢ necessaria para a avaliagdo médica de rotina,
independente da pesquisa. Estes exames tém como objetivo a avaliagdo da alteragdo da quantidade de
células, alteragdo de sua fungdo e composicdo. Caso deseje que seu filho participe desta pesquisa sera
necessario responder a um curto questionario sobre doengas em sua familia (cerca de 5 minutos), ser
submetido a algumas fotografias e coletar uma maior quantidade de sangue e material de medula dssea,
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quando for realizar seu exame de rotina. Este material adicional sera utilizado para realizacdo de testes
genéticos mais detalhados.

A coleta de sangue sera realizada por meio de agulha em veia do antebrago no momento de coleta de
exames para a sua consulta de rotina. Serdo coletados cerca de 15mL (3 colheres de sobremesa) a mais
do que o habitual.

A coleta de material de medula 6ssea ¢ um procedimento no qual, apds anestesia local, uma agulha ¢
introduzida em osso de quadril e a medula 6ssea (cujo aspecto se assemelha ao sangue) é aspirado.
Este exame ja faz parte de sua rotina médica e havera apenas a coleta de material adicional (cerca de
10mL ou 2 colheres de sobremesa), para os testes genéticos desta pesquisa.

As técnicas de laboratorio utilizadas para identificar possiveis alteragdoes genéticas sdo varias como
caridtipo (estuda todos os cromossomos), Hibridagdo Gendmica Comparativa (estuda varios genes),
reacdo de polimerase em cadeia e hibridagdo in situ por fluorescéncia (para avaliar um Unico tipo de
gene) e exoma (para avaliar todo o seu conjunto de genes).

3. Riscos e inconveniéncias

Essas coletas serdo feitas apenas para este estudo, mas ndo vao curar a doenga de seu filho. Ndo vao
causar nenhum problema, exceto o pequeno incomodo de dor no momento da coleta (introducdo da
agulha para retirada do sangue), sendo o desconforto semelhante ao da pungdo habitual para coleta de
exames ou da rotina para a consulta. No caso da coleta de material de medula 6ssea podera haver
desconforto momentaneo no lugar da pungdo. Apesar dos cuidados que serdo tomados em relagido a
manter o anonimato de seu filho, existe um risco minimo de suas informagdes e imagens poderem ser
divulgadas, podendo interferir na rotina de seu filho e sua familia e ocorrer discriminagao.

4. Beneficios

De imediato, ndo ha beneficio direto em participar do estudo, o tratamento seguird de forma habitual.
Somente no final do estudo se podera concluir sobre a influéncia das alteragdes genéticas (caso sejam
encontradas) na doenca de seu filho. Podera haver algum beneficio para ele e para seus familiares, caso
os exames tragam alguma informagao relevante.

5. Custo da participacio

Nao existe custo ou despesa para participar desta pesquisa. Exames, consultas (acompanhamento
clinico) e aconselhamento genético serdo realizados e também ndo terdo custo para vocé. Seu filho ndo
sera pago para participar da pesquisa, mas caso tenha despesas diretamente e exclusivamente
relacionadas a sua participagdo como, por exemplo, transporte ao local de consulta e alimentagdo, vocé
sera ressarcido, bem como o seu acompanhante.

Sera garantido seu direito a indenizag@o e assisténcia integral e gratuita caso seu filho sofra algum
dano ou prejuizo imediato ou tardio, direto ou indireto, decorrente de sua participagdo nesta pesquisa.
Jamais sera exigido de voc€ que renuncie a este direito.

6. Retirada do consentimento para participar do estudo

E garantida a sua liberdade da retirar o consentimento a qualquer momento e seu filho deixar de
participar do estudo, com validade a partir da data da comunicagdo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituicdo. Vocé poderd retirar o seu consentimento de
armazenamento do material genético. Para isso basta solicitar por escrito que ndo deseja mais
participar da pesquisa e assinar.

7. Armazenamento de amostras

O material colhido sera armazenado até a finalizacao desta pesquisa apds o qual podera ser descartado.
O pesquisador tem o compromisso de utilizar os dados ¢ o material coletado somente para esta
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pesquisa. Caso o pesquisador queira fazer outra pesquisa, ele devera pedir sua autorizagdo por escrito e
explicar a nova pesquisa.

A amostra de material genético do seu filho podera ser encaminhada ao laboratério da Universidade de
Chicago (Estados Unidos da América) como parte desta pesquisa, com o objetivo de aprofundar a
analise de possiveis alteragdes genéticas. Sendo armazenada pelo periodo apenas de duragdo da
pesquisa.

8. Algumas perguntas

i. Caso tenham sido coletadas amostras de sangue ou medula para estudos rotineiros de avaliagdo da
doenga do seu filho e os mesmos estejam armazenados (devido a rotina laboratorial) antes do inicio
desta pesquisa estes poderdo ser analisados como parte desta pesquisa?

() SIM, autorizo a utilizagdo destas amostras para estudos de genéticos caso seja pertinente para a
pesquisa.

() NAO autorizo a utilizagio destas amostras.

j- Caso tenham sido tiradas fotografias:
() SIM, concordo que sejam incluidas em publicagdes cientificas, se necessario e/ou em aulas para
profissionais da saude.

() NAO concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicago ou apresentagio.

k. Vocé autoriza que os pesquisadores associados a esta pesquisa tenham acesso aos dados do
prontudrio médico de seu filho?
() SIM, autorizo o acesso aos dados de meu prontuario médico.

() NAO autorizo o acesso aos dados de meu prontuario médico.

1. Caso deseje, podera tomar conhecimento dos resultados parciais da pesquisa, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores.

() SIM, desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

e. Entendo que a autorizag@o de coleta, depodsito, armazenamento e uso do material bioldégico humano
(sangue, medula Ossea, células da mucosa oral) do meu filho para pesquisa cientifica ¢ uma decisao
voluntaria, portanto:

() SIM, autorizo a coleta, dep6sito, armazenamento e uso do material biolégico humano.

() NAO autorizo a coleta, dep6sito, armazenamento e uso do material bioldgico humano.

9. Confidencialidade

As informagdes obtidas fardo parte apenas desta pesquisa e serdo analisadas em conjunto com outros
participantes da pesquisa, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum participante da pesquisa.
Portanto seu sigilo e privacidade de seus dados pessoais sera garantido. Se vocé autorizou o uso de
fotografias, tarjas pretas serdo utilizadas para evitar a identificagao.
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Caso deseje tomar conhecimento dos resultados da pesquisa, vocé sera informado sobre os resultados
dos testes genéticos e qual o significado desses resultados para seu filho e sua familia.

10. Duvidas

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. A pesquisadora responsavel ¢ a Dra Elvira Deolinda Rodrigues
Pereira Velloso que pode ser encontrada no Laboratério de Citogenética, 1° andar do Prédio dos
Ambulatérios do ICHC, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones:
(11) 4573-7631 horario comercial e (11) 99990-3279 (24 horas).

Se vocé tiver duvidas sobre os seus direitos como um participante de um estudo clinico, vocé pode
entrar em contato com o Comité de Etica responsavel pelo estudo nesta instituicdo ou com a CONEP.

O Comité de Etica é um orgdo responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de
todas as pesquisas envolvendo seres humanos, visando garantir a dignidade, os direitos, a seguranga e
o bem-estar do participante de pesquisa. A CONEP (Comissio Nacional de Etica em Pesquisa) é um
orgdo vinculado ao Conselho Nacional de Satde que examina os aspectos éticos das pesquisas que
envolvem seres humanos, fazendo e atualizando as regras para a protegdo dos participantes de
pesquisa, além de coordenar a rede de Comités de Etica das instituigdes.

Nome do CEP: CAPPesq - Comissio de Etica para Anilise de Projetos de Pesquisa do HC-
FMUSP.

Enderego: Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar do Prédio da Administracdo Cerqueira
César, 05403-010, Sao Paulo/SP.

Telefone: (11) 2661-7585/ (11) 2661-1548 / (11) 2661-1549.

Email: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Horario de Funcionamento: De segunda a sexta-feira das 07h as 16h.

CONEP: Comissio Nacional de Etica em Pesquisa

Telefones para contato: (61) 3315-5877 ou (61) 3315-5878

Email: conep@saude.gov.br

Endereco: SRTV 701, SRTVN, Edificio PO 700 - Brasilia, DF, SRTVN - Asa Norte, Brasilia - DF,
70723-040

Horario de Funcionamento: De segunda a sexta-feira, das 8h as 18h

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “ESTUDO MOLECULAR E CITOGENETICO DE
SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA FAMILIAR”. Eu discuti
com o pesquisador sobre a minha decisio em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim
quais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participacio é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servico.
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Este documento tera duas vias. Caso concorde em participar da pesquisa ele devera ser
assinado tanto por vocé quanto pelo pesquisador . Uma via ficard com vocé e a outra com o
pesquisador.

Nome do Responsavel Legal

Assinatura do Responsavel Legal Data

Nome da Testemunha (se aplicavel)

Assinatura da Testemunha (se aplicavel) Data

(Somente para o pesquisador) - Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste participante da pesquisa para a participagao neste estudo.

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador Data
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Anexo 4, Termo de Assentimento 7 a 11 anos

NOME DO MENOR:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servigco de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:

2 anos.

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa de nome dificil: “ESTUDO MOLECULAR
E CITOGENETICO DA SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
FAMILIAR”.

O objetivo dessa pesquisa ¢ entender porque vocé tem menor quantidade de células em seu sangue.
Estas células (globulos vermelhos, brancos e plaquetas) sdo responsaveis por nao termos anemia,
infec¢des e sangramentos. Queremos saber também se esta doenca também pode estar presente em
seus familiares como pais e irmaos.

Para esta pesquisa vamos precisar coletar um pouco mais do seu sangue (cerca de cerca de 15mL ou 3
colheres de sobremesa) do que ja seria necessario para fazer exames habituais. Podera ser coletado
material da sua bochecha com um pequeno cotonete. Para estudar as alteragdes das células do sangue,
sempre precisamos estudar a medula ossea (“tutano”), que ¢ a fabrica destas células. Para isso,
fazemos uma anestesia (igual a que os dentistas usam) no osso de sua bacia e aspiramos com uma
seringa um pouco do tutano. Nesta pesquisa, durante a realizagdo deste exame para diagnostico da sua
doenga, vamos retirar um pouco mais do tutano do que o habitual (serd coletado mais 10mL ou 2
colheres de sobremesa).

Ninguém sabera que vocé esta participando deste estudo e seu nome nio sera divulgado.

Caso tenham sido tiradas fotografias, vocé€ podera ou ndo permitir que elas sejam divulgadas:
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() Concordo que sejam incluidas em publica¢des cientificas, se necessario e/ou em aulas para
profissionais da saude.

() Nédo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicagdo ou apresentacao.

Vocé ndo corre riscos ao participar desta pesquisa, mas podera sentir um pouco de dor no local da
picada de agulha na hora da coleta do sangue. Esperamos com esta pesquisa entender melhor a causa
da sua doenga.

Vocé podera sair da pesquisa a qualquer hora, mesmo que seu pai ou responsavel tenha consentido
sua participagdo; seu atendimento médico e tratamento ndo serdo modificados.

No caso de duvidas vocé podera falar diretamente com os pesquisadores ou pedir a seu responsavel
para que ele procure os pesquisadores, a fim de resolver seu problema. A Dra Elvira Deolinda
Rodrigues Pereira Velloso pode ser encontrada no Laboratorio de Citogenética, 1° andar do Prédio dos
Ambulatérios do ICHC, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones:
(11) 4573-7631 e (11) 99990-3279.

Eu aceito participar da pesquisa (Estudo molecular e

Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda Familiar). Entendi as
coisas desconfortaveis e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “nio” e desistir que ninguém vai ficar
furioso. Os pesquisadores tiraram minhas davidas e conversaram com os meus responsaveis.

Recebi uma via deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

SP, / /

Assinatura do menor

SP, / /

Nome e assinatura do pesquisador
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Anexo 5. Termo de Assentimento familiares 7 a 11 anos

NOME DO MENOR:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servigco de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:
2 anos.
REGISTRO DAS EXPLICAC()ES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa de nome dificil: “ESTUDO MOLECULAR
E CITOGENETICO DA SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
FAMILIAR”.

O objetivo dessa pesquisa ¢ entender porque seu familiar tem menor quantidade de células em seu
sangue. Estas células (globulos vermelhos, brancos e plaquetas) sdo responsaveis por ndo termos
anemia, infec¢des e sangramentos. Queremos saber também se esta doenga também pode estar
presente em vocé e outras pessoas de sua familia.

Para esta pesquisa vamos precisar coletar um pouco mais do seu sangue (cerca de cerca de 15mL ou 3
colheres de sobremesa) do que ja seria indicado para fazer exames habituais. Podera ser coletado
material da sua bochecha com um pequeno cotonete.

Ninguém sabera que vocé esta participando deste estudo e seu nome ndo sera divulgado.

Caso tenham sido tiradas fotografias, vocé€ podera ou ndo permitir que elas sejam divulgadas:

() Concordo que sejam incluidas em publica¢des cientificas, se necessario e/ou em aulas para
profissionais da saude.

() Nao concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicagdo ou apresentacao.
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Vocé ndo corre riscos ao participar desta pesquisa, mas podera sentir o desconforto da picada de
agulha na hora da coleta do sangue. Esperamos com esta pesquisa entender melhor a causa da doenca
de seu familiar, mas ndo havera mudanga no tratamento dele.

Vocé podera sair da pesquisa a qualquer hora, mesmo que seu pai ou responsavel tenha consentido
sua participagao.

No caso de duvidas vocé podera falar diretamente com os pesquisadores ou pedir a seu responsavel
para que ele procure os pesquisadores, a fim de resolver seu problema. A Dra Elvira Deolinda
Rodrigues Pereira Velloso pode ser encontrada no Laboratdrio de Citogenética, 1° andar do Prédio dos
Ambulatérios do ICHC, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones:
(11) 4573-7631 e (11) 99990-3279.

Eu aceito participar da pesquisa (Estudo molecular e

Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda Familiar). Entendi as
coisas desconfortaveis e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “niao0” e desistir que ninguém vai ficar
furioso. Os pesquisadores tiraram minhas davidas e conversaram com os meus responsaveis.

Recebi uma via deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

SP, / /

Assinatura do menor

Nome e assinatura do pesquisador
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Anexo 6. Termo de Assentimento 12-17 anos

NOME DO MENOR:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servigco de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:

2 anos.

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “ESTUDO MOLECULAR E
CITOGENETICO DA SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
FAMILIAR”.

O objetivo dessa pesquisa ¢ descrever as alteragdes presentes no seu sangue, avaliar se existe alguma
alteracdo genética que justifique estas alteracdes e se estas alteracdes estdo presentes nos seus
familiares.

Para realizagdo deste trabalho realizaremos uma coleta de sangue, esta coleta ja seria necessaria,
independente da pesquisa, mas coletaremos uma quantidade maior (cerca de 15mL ou 3 colheres de
sobremesa) para realizar testes de avaliagdo genética. Podera ser coletado material da sua bochecha
com um pequeno cotonete. A coleta de material de medula dssea ¢ um procedimento no qual, apds
anestesia local, uma agulha ¢ introduzida em osso de quadril e medula 6ssea (cujo aspecto se
assemelha ao sangue) ¢ aspirada. Nesta pesquisa, durante a realizacdo deste exame para diagndstico
da sua doenga, vamos retirar um pouco mais de material (sera coletado mais 10mL ou 2 colheres de
sobremesa) para testes genéticos.

Seu nome assim como todos os dados que lhe identifiquem serd mantido em sigilo absoluto antes,
durante e apds o término do estudo. Ninguém sabera que vocé esta participando.
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Caso tenham sido tiradas fotografias, vocé€ podera ou ndo permitir que elas sejam divulgadas:

() Concordo que sejam incluidas em publica¢des cientificas, se necessario e/ou em aulas para
profissionais da saude.

() Nao concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicagdo ou apresentacao.

Vocé podera sentir alguma dor provocada pela picada de agulha na hora da coleta do sangue e
apresentar mancha arroxeada no local da picada.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa sdo entender melhor qual a causa da sua
doenga e se existe alguma alteragdo genética relacionada. Nao haverd mudanga no seu tratamento.

Durante a pesquisa vocé tem os seguintes direitos:
a) garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta;

b) liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento, mesmo que seu pai ou responsavel tenha
consentido sua participagdo, sem prejuizo para si, seu familiar ou para seu tratamento (se for o caso);

No caso de duvidas voc€ podera nos comunicar ou falar com seu responsavel, para que ele procure os
pesquisadores, a fim de resolver seu problema. A Dra Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso pode
ser encontrada no Laboratorio de Citogenética, 1° andar do Prédio dos Ambulatérios do ICHC, do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones: (11) 4573-7631 e (11)
99990-3279.

Eu aceito participar da pesquisa (Estudo molecular e

Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda Familiar). Entendi as
coisas desconfortaveis e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “niao0” e desistir que ninguém vai ficar
furioso. Os pesquisadores tiraram minhas davidas e conversaram com os meus responsaveis.

Recebi uma via deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

SP, / /

Assinatura do menor

SP, / /

Nome e assinatura do pesquisador
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Anexo 7. Termo de Assentimento Familiares 12-17 anos

NOME DO MENOR:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1) TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo Molecular e Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda familiar

Pesquisador / CRM: Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso — CRM 46140 SP
Cargo/Fung@o/Unidade: Médica Hematologista — Servigco de Hematologia

Endereco: Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 1° andar, Cerqueira César, SP -
05435-000.

Telefones: (11) 4573-7631 (Horario comercial) e (11) 99990-3279 (24 horas).

2) AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

BAIXO (Probabilidade que o individuo sofra algum dano em consequéncia imediata ou tardia do
estudo).

3) DURACAO DA PESQUISA:

2 anos.

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “ESTUDO MOLECULAR E
CITOGENETICO DE SINDROME MIELODISPLASICA/LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
FAMILIAR”.

O objetivo dessa pesquisa ¢ descrever as alteracdes presentes no sangue de seu familiar, avaliar se
existe alguma alteragdo genética que justifique estas alteragdes e se estas alteragdes estdo presentes
em outros familiares (como vocg).

Sera realizada uma coleta de sangue. Esta coleta ja estaria indicada, independente da pesquisa, mas
coletaremos uma quantidade maior (cerca de 15mL ou 3 colheres de sobremesa) para realizar testes de
avaliagdo genética.

Seu nome assim como todos os dados que lhe identifiquem serd mantido em sigilo absoluto antes,
durante e apds o término do estudo. Ninguém sabera que vocé esta participando.

Vocé ndo corre riscos ao participar desta pesquisa, mas podera sentir o desconforto da picada de
agulha na hora da coleta do sangue.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa sdo entender melhor qual a causa da doenga
de seu familiar e se existe alguma alteragdo genética relacionada. Nao havera mudancga no tratamento
dele ou seu.

Durante a pesquisa vocé tem os seguintes direitos:

a) garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta;
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b) liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento, mesmo que seu pai ou responsavel tenha
consentido sua participagdo, sem prejuizo para si, seu familiar ou para seu tratamento (se for o caso);

No caso de duvidas voc€ podera nos comunicar ou falar com seu responsavel, para que ele procure os
pesquisadores, a fim de resolver seu problema. A Dra Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso pode
ser encontrada no Laboratério de Citogenética 1° andar do Prédio dos Ambulatérios do ICHC, do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, telefones: (11) 4573-7631 e (11)
99990-3279.

Eu aceito participar da pesquisa (Estudo molecular e

Citogenético de Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda Familiar). Entendi as
coisas desconfortaveis e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “niao0” e desistir que ninguém vai ficar
furioso. Os pesquisadores tiraram minhas davidas e conversaram com os meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Assinatura do menor

SP, / /

Nome e assinatura do pesquisador
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Anexo 8.
Questionario Epidemiologico

Nome: RG:
Sexo: Data de nascimento: idade:

Telefone:

1-TEMPO DE HISTORIA HEMATOLOGICA:
Data diagnostica:
Hipotese diagnostica (confirmada ou nio):

Dados relevantes em historia e exame fisico:
()surdez ( )linfedema ( )verrugas cutineas ou anogenitais
()Infeccdes oportunisticas ()proteinose alveolar

()Tumor sélido qual:

()Cancer de pele ()reticulado de pele ()Leucoplasia ( )Distrofia ungeal
()Cabelo grisalho precoce ( )petéquias

( )Fibrose pulmonar ( )Cirrose hepatica

()hipogonadismo ( )menopausa precoce

()Baixa estatura ()retardo mental ( )Fascies tipica

()Alteraciio de polegar ou similares

()malformacgio renal ou uro genital:

()malformacio cardiaca:

()outra anormalidade:

2-HISTORIA FAMILIAR Sim ( ) Nio ()

A- Consanguinidade Sim () QUal,....cceiiieieiie e

Nao ()

B- Estigma orgénico Sim () QUal..cc.ooiiiiiiiri
Nao ()

C- Dg oncohematologica Sim () QUAal,......cceevieieieeieiieieeeiee e
Nao ()

D- Tumor sélido Sim () QUal,....oeiiiiiiiiee e

Nao ()



Anexos 151

Anamnese ativa

Vocé ou alguém na sua familia tem alteragdo das células do sangue? Numero baixo de globulos
vermelhos (anemia), baixa contagem de plaquetas (trombocitopenia ou PTI), baixo numero de
globulos brancos (leucopenia, monocitopenia, linfopenia)?

Alguém na sua familia ja precisou de transfus@o de sangue?

Vocé ou alguém na sua familia tem sangramento facil? Se sim, ja precisou receber transfusao?

Vocé ou alguém na sua familia tem verrugas (maos, pés, genital, outro local)? Se sim, desde quando?

Vocé ou alguém na sua familia tem infecgdes frequentes ou infecgdes raras? Se sim, quantas e de que
tipo? Precisou internar para receber antibioticos?

Vocé ou alguém na sua familia tem inchago em bragos ou pernas (linfedema) Se sim, qual o membro
com alteracgdo e a razdo dele ser inchado.

Vocé ou alguém na sua familia ¢ surdo? Se sim, em que idade ocorreu e qual a razdo pela qual a
pessoa ¢ surda.

Vocé ou alguém na sua familia tem unhas anormais?

Vocé ou alguém na sua familia tem cabelos grisalhos antes dos 20- 30 anos? Se sim, quem e com que
idade?

Vocé ou alguém na sua familia tem céncer de pele ou coloragdo anormal da pele, principalmente na
regido do pescogo?

Vocé ou alguém na sua familia tem um problema de pulméo chamado fibrose pulmonar, enfisema ou
proteinase alveolar?

Vocé ou alguém na sua familia tem uma doenca de figado chamada cirrose hepatica? Se sim, em que
idade e qual a razdo (por exemplo uso de alcool).

Vocé ou alguém na sua familia tem outros tipos de cancer, como cancer de cabega e pescogo?

Vocé ou alguém na sua familia tem outros tipos de cancer, como cancer de ttero ou anal?

Vocé ou alguém na sua familia tem outros tipos de cancer, como cancer de mama precoce, sarcoma,
tumor cerebral ou de intestino?

Histérico de exposicio:

Vocé fuma? Quantos cigarros ao dia?
Vocé bebe alcool? Se sim, quantas doses ao dia?

Vocé foi exposto a pesticidas (drogas usadas na lavoura)? Se sim, que agentes, quando e quanto durou
a exposi¢do?

Voceé foi exposto a radioterapia ou quimioterapia? Se sim, quais e por quanto tempo? Por que razdo?

Vocé foi exposto a outros quimicos como benzeno? Se sim, porque, € por quanto tempo?
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Anexo 9

A. Critérios ACMG para evidencia de patogenicidade. Adaptado de Richards et

al 2015

Evidéncia de Categoria  Descricio

Patogenicidade

Muito Forte PVS1 Variante null ( nonsense, frameshift em sitios de splice canonico +-
1 ou 2, delegdo de 1 ou mais éxons em gene onde a perda de
funcdo ¢ um mecanismo de doenga conhecido

Forte PS1 Mudanga de aminoacido semelhante a variante patogénica
previamente descrita, independente de mudanga de nucleotideo

PS2 Mutagdo de novo confirmada em paciente com doenga e sem
histéria familiar

PS3 Teste funcional in vitro ou in vivo bem estabelecido que apoiam o
efeito deletério no gene ou produto génico

PS4 A prevaléncia da variante em individuos afetados é
significativamente maior do que em controles

Moderado PM1 Localizado em um kot spot mutacional e/ou em um dominio
funcional critico e bem estabelecido sem variante benigna

PM2 Ausente em controles ou em uma freqiiéncia muito baixa se for
recessivo no Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project e
no Exome Aggregation Consortium

PM3 Variantes detectadas em trans com uma variante patogénica quando
0 transtorno ¢ recessivo

PM4 O comprimento da proteina muda em decorréncia de
delecdo/insergdo inframe em regido ndo repetitiva ou variantes tipo
stop-loss (perda de codon de parada)

PM5 Mutagdo do tipo missense em aminoacido onde uma mutagio
missense diferente foi previamente identificada e definida como
patogénica

PM6 Mutagdo presumida como de novo porem sem confirma¢do materna

Apoio ou suporte PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

ou paterna

Co-segregacao com doenga em multiplos membros da familia
afetados, em um gene definitivamente conhecido como causador
da doenga

Variante missense em um gene que apresenta baixa taxa de
variac¢ao benigna do tipo missense e no qual variantes missense sao
um mecanismo comum de doenga

Multiplas linhas de evidéncia computacional suportam um efeito
deletério no gene (conservagdo, evolutivo, impacto no splicing)

O fendtipo ou histdrico familiar do paciente € altamente especifico
para uma doenga com uma Unica etiologia genética

Fonte respeitavel recentemente relata a variante como patogénica,
mas a evidéncia ndo esta disponivel para o laboratdrio para realizar
uma avaliagdo independente
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B. Critérios ACMG para evidencia de benignidade. Adaptado de Richards et al

2015

Evidencia de
Benignidade

Categoria Descricao

Independente

Forte

Suporte ou apoio

BA1l

BS1

BS2

BS3

BS4
BP1

BP2

BP3

BP4

BP5

BP6

BP7

A freqiiéncia do alelo é >5% no Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project ¢ no Exome Aggregation Consortium

A frequencia do alelo é maior que a freqiiéncia esperada do
transtorno

Observado em um individuo adulto saudavel para transtorno
recessivo (homozigose), dominante (heterozigose) ou ligado
ao X com penetrancia completa esperada em idade precoce

Estudos funcionais in vitro ou in vivo bem estabelecidos ndo
mostram efeito prejudicial sobre a fung@o da proteina ou
splicing

Nao ha segregacao nos membros afetados de uma familia

Variante missense em um gene para o qual se sabe que
variantes que causam truncamento da proteina ¢ mecanismo
conhecido de doenga

Variante observada em trans com uma variante patogénica
para um gene em transtorno dominante totalmente penetrante
ou observado em cis com uma variante patogénica em
qualquer padrao de heranga

Delegdes ou inser¢des inframe em regiao repetitiva sem
fungdo conhecida

Multiplas linhas de evidencia computacional sugerem nao
haver um efeito deletério no gene ou seu produto
(conservagdo, evolutivo, impacto no splicing)

Variante encontrada em um caso com uma base molecular
alternativa para doenga

Fonte respeitavel relatou recentemente a variante como
benigna, mas as evidéncias ndo estdo disponiveis para o
laboratorio realizar uma avaliagdo independente

Uma variante sinonima para a qual os algoritmos nao prevéem
impacto na sequencia de consenso de splicing nem na criagdo
de um novo local de splicing e o nucleotideo ndo ¢ altamente
conservado
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C. Classificagdo

ACMG de variantes e Combinacdo critérios utilizados para

classificagao
Categoria Combinagio de criterios
Patogénico i. 1 muito forte (PVS1) E
(a) 21 forte (PS1-PS4) OU
(b) >2 moderados (PM1-PM6) OU
(c) 1 moderado (PM1-PM6) e um de suporte (PP1-PP5) OU
(d) >2 de suporte (PP1-PP5)
ii. >2 fortes (PS1-PS4) OU
iii. 1 forte (PS1-PS4) E
(a) >3 moderados (PM1-PM6) OU
(b) 2 moderados (PM1-PM6) E >2 de suporte (PP1-PP5) OU
(c) 1 moderado (PM1-PM6) e >4 de suporte (PP1-PP5)
Provavelmente i. 1 muito forte (PVS1)e 1 moderado (PM1-PM6) OU
LA ii. 1 forte (PS1-PS4)e 1-2 moderado (PM1-PM6) OU
iii. 1 forte (PS1-PS4) e >2 de suporte (PP1-PP5) OU
iv. >3 moderados (PM1-PM6)
v. 2 moderados (PM1-PM6) e >2 de suporte (PP1-PP5) OU
vi. 1 moderados (PM1-PM6) e >4 de suporte (PP1-PP5) OU
Benigno i. 1 independente (BA1) OU
ii. >2 fortes (BS1-BS4)
Provavelmente i. 1 forte (BS1-BS4) e 1 de suporte (BP1-BP7) OU
Benigno

Significado incerto

ii. 22 de suporte (BP1-BP7)
i. ndo preenche nenhum dos critérios acima

ii. os critérios para benignidade e patogenicidade sdo contraditorios

Fonte: Adaptado de Richards et al., 2015
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Apendice 1
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SHORT COMMUNICATION

Deletion of RUNX1 exons 1 and 2 associated with
familial platelet disorder with propensity to acute
myeloid leukemia

Marcela Cavalcante de Andrade Silva®*, Ana Cristina Victorino Krepischi®,
Leslie Domenici Kulikowski, Evelin Aline Zanardo®, Luciana Nardinelli®,
Aline Medeiros Leal?, Silvia Souza Costa®, Nair Hideki Muto®,

Vanderson Rocha®®, Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso®®

@ Departamento de Hematologia, Laboratdrio de Citogenética, Hospital das Clinicas HCFMUSF, Faculdade de Medicina
FMUSF, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP, BR Av. Dr. Eneas de Carvalho 255, Cerqueira César 01246-000, Sao
Paulo, SP, Brazil; * Departamento de Hematologia, Laboratdrio Biologia Tumoral, Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade
de Medicina FMUSF, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP, BR Av. Dr. Eneas de Carvalho 255, Cerqueira César
01246-000, Sdo Paulo, SF, Brazil; © Department of Genetics and Evolutionary Biology, Institute of Biosciences, University of
S&o Paulo, SP, Brazil Rua do Mat&o, 321, Butanta, 05508-090, Sao Paulo, SP, Brazil;  Departamento de Patologia,
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Sao Paulo, Sao Paulo, SF, BR. Av. Dr. Eneas de Carvalho 255, Cerqueira César 01246-000, Sao Paulo, SR, Brazil; © Hospital
Israelita Albert Einstein. Av. Albert Einstein, 627/701 Morumbi 05652- 900 - S&o Paulo, SP, Brazil

Familial platelet disorder with propensity to acute myeloid leukemia (FPD/AML) associated with
RUNX1 mutations is an autosomal dominant disorder included in the group of the myeloid neo-
plasms with germ line predisposition. We describe two brothers who were diagnosed with hema-
tological malignancies (one with AML and the other with T-cell lymphoblastic lymphoma). There
was a history of leukemia in the paternal family and two of their siblings presented with low platelet
counts and no history of significant bleeding. A microdeletion encompassing exons 1-2 of RUNX1
(outside the cluster region of the Runt Homology domain and the transactivation domain) was de-
tected in six family members using array-CGH and MLPA validation. A low platelet count was not
present in all deletion carriers and, therefore, it should not be used as an indication for screening
in suspected families and family members.

Keywords RUNXT1, Acute leukemia, Myelodysplastic syndrome, Familial thrombocytopenia,

Germ line myeloid neoplasm, FPD/AML.
© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Myeloid neoplasms with germ line predisposition (MNGP)
were recently included in the World Health Organization
(WHO) 2016 Classification Tumors of the Hematopoietic and
Lymphoid Tissues. It is likely that these cases are overlooked
by hematologists. The study of families with MNGP produces
important knowledge of the multistep process of leukemoge-
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nesis, and a correct diagnosis has therapeutic implications.
Here we describe a new pedigree of familial platelet disorder
with propensity to acute myeloid leukemia (FPD/AML) asso-
ciated with partial deletion of the Runt related transcription
factor 1 (RUNX1) gene segregating in individuals without con-
genital dysmorphisms.

Material and methods
Case presentation
Two brothers with a history of hematological malignancy and

persistent thrombocytopenia were referred for investigation
(Fig. 1).



Apéndice 157

Deletion of RUNX1 exons 1 and 2 associated with familial platelet disorder with propensity to acute myeloid leukemia 33

7

#1110

5

1

10*E+

9

8 .E-»

7

/ 6"5,,

| T %

v

5 *Eo

4

3%

2"E+

1 .E-

Family pedigree. White symbols represent unaffected relatives; dark gray filled symbols represent individuals with haematological neoplasms; light gray symbols

Fig. 1

represent individuals with thrombocytopenia, (*) represents individuals directly evaluated by authors; E represents RUNX1 exons 1 and 2 microdeletion evaluation. E +: RUNX1
exons 1 and 2 microdeletion detected; E-: RUNX1 exons 1 and 2 microdeletion not detected. Symbols crossed by a vertical line represent asymptomatic individuals who tested

positive for RUNX1 exons 1 and 2 microdeletion.

The proband (l1I-2), male, 21 years old, in first remission
of an acute myeloid leukemia (AML) diagnosed at the age
of 10 years. Thrombocytopenia was detected 4 years af-
ter the end of the treatment. Complete blood count (CBC)
showed hemoglobin (Hb): 155g/L, MCV: 76fL, white blood
cells (WBC): 10.6 x 10%/L, 5.4 neutrophils x 10%/L(NE), 4.1
lymphocytes x 10°/L (LY) and 89 platelets x 10°/L(PLT). Al-
though red blood cells were microcytic, iron deficiency was
not detected (serum lron: 67 ug/dL, reference value: 59—
158 pg/dL; TIBC: 360 pg/dL, reference value: 228-428 pg/dL;
Ferritin 233 ug/L, reference value 30—400pug/L). A morpho-
logic review of the peripheral blood smear confirmed throm-
bocytopenia with normal platelet size. The bone marrow
(BM) aspirate was normocellular with hypocellular granulo-
cytic and megakaryocytic lineages. The latter was dysplastic
(micromegakaryocytes and hypolobulated megakaryocytes)
and the blast count was 2.4%. A Trephine biopsy confirmed
normocellularity, megakaryocytic dysplasia and showed an
abnormal localization of immature precursors (Supplement
Fig. 1). Flow cytometry immunophenotypic analysis of the
granulocytic lineage revealed a reduced side scatter (SSC)
and a reduced antigenic expression of CD16, CD13, and
CD10. There was also an aberrant expression of CD56 and
CD?7 inthe CD117 positive subpopulation. Bone marrow kary-
otype was normal (Supplement Fig. 2). At the time a diagnosis
of MDS (refractory cytopenia with multilineage dysplasia) was
suspected. This patient is alive, 5 years after the first consul-
tation at our institution, with stable blood counts and no other
relevant clinical findings.

His brother (I1I-6), 19 years old, was also diagnosed at the
age of 10 years with a T-cell lymphoblastic lymphoma (me-
diastinal mass). There was no involvement of the bone mar-
row, despite the low PLT count that persisted after remission
and the end of the treatment (Brazilian childhood Coopera-
tive group for ALL Treatment protocol - GBTLI ALL-99). At
time of referral, a CBC and morphological review of the PB
was performed and showed a microcytic anemia (Hb: 100 g/L,
MCV: 73,1 fL), the WBC was 3.09 x 10%/L (NE: 0.8 x 10°/L
and 1% of blasts) and the PLT count was 45 x 10%/L. An iron
deficiency was detected with serum iron: 32 ug/dL (reference
value 59-158 ug/dL); Ferritin: 17 pg/L (reference value 30—
400 pg/L); Transferrin saturation: 7.88%, although the history
of bleeding was mild and an investigation of the gastroin-
testinal tract did not detect any potential bleeding source.
A BM smear revealed a dysplastic granulocytic lineage (hy-
pogranular and pelgeroid neutrophils) with 9% of myeloblasts
and a hypocellular and dysplastic megakaryocytic lineage
(micromegakaryocytes and hypolobulated megakaryocytes)
(Supplement Fig. 1). The BM sample was inadequate for im-
munophenotypic analysis. A trephine biopsy was normocellu-
lar with granulocytic hypoplasia and 5% of CD34+ cells. The
bone marrow karyotype showed no clonal abnormalities. He
was diagnosed with refractory anemia with excess blasts-1.
No matched donor was found, and he died due to AML pro-
gression three years later.

CBC prior to the development of hematological malig-
nancy was not available and neither was mutation analysis
for AML or T-ALL. Both affected brothers had increased fe-
tal hemoglobin levels (17% and 14.8%, respectively), nor-
mal constitutional karyotypes and no increased chromosomal
fragility in diepoxybutane (DEB) tests. They did not present
dysmorphic features or any other organ dysfunction. Although
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Fig. 2 A. Proband’s bone marrow and peripheral blood array-CGH, showing 163 kb microdeletion in 21g22.12 chr21:34,903,750—
35,066,502 (GRCh/hg38) (180K Agilent). B and C. Multiplex ligation-dependent-probe amplification SALSA MLPA probemix p437-A1
Familial MDS-AML (MRC—-Holland) from peripheral blood of proband. B: the green arrow indicates sample peak (blue) shorter than the
normal control (red). C: Red dots show deletion of RUNX7 exon 1 and exon 2 probes (purple arrow).

the siblings were diagnosed with a second hematological neo-
plasm and there was previous exposure to alkylating therapy,
the lack of cytogenetic abnormalities made it less likely to be
therapy related and for this reason they were classified ac-
cording to WHO 2008 MDS de novo classification.

Two other siblings (I11-8; 111-10) also presented with a mild
thrombocytopenia and no bleeding history. BM studies from
111-10 showed low-age-cellularity, mainly in granulocytic and
erythrocytic lineages, normal blast counts and hypolobulated
megakaryocytes (Supplement Fig. 1). Sibling 111-8 refused to
perform BM aspirate and biopsy.

Platelet aggregation was determined by light transmittance
aggregometry using platelet rich plasma. Spontaneous ag-
gregation (SPT) and aggregation in response to aracdonic

acid (AA), collagen (COL); adenine di-phosphate (ADP) were
abnormal in siblings 11I-4, 111-6, 111-8, I1I-10 (proband’s sample
was inadequate for analysis).

The paternal family history revealed two cases of leukemia
(I1-4, 111-11), making a paternal inheritance of MNGP likely but
details or complete information were unavailable.

Molecular studies

After informed consent, PB and buccal mucosa (BMu) sam-
ples were collected from the patients and from potentially
susceptible family members for genetic studies. Father’s and
other paternal relative’s material was not available. Bone mar-
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row samples were only collected from individuals presenting
with cytopenias. We did not perform skin biopsy in this family.
Clinical and hematological findings are shown in Supplement
Table 1.

Molecular studies included: Direct Sanger sequencing
of RUNX1 exons 3-8, Fluorescent in situ hybridization us-
ing probe ETV6-RUNX1, ES DC (Abbott-Vysis, Downers
Grove, IL, USA), Array CGH (180K Agilent, Santa Clara, CA,
USA) and Multiplex Ligation—dependent Probe Amplification
(MLPA) with SALSA probemix P437-A1 Familial MDS-AML
(MRC- Amsterdam, Holland).

Results

Direct Sanger sequencing of exons 3-8 of RUNX1 in PB sam-
ples (of individuals 1I-1, 111-2, 11I-4, 11I-8, 111-10) did not reveal
any mutations. Sequencing of exons 1 and 2 was not per-
formed at the time because they were not previously reported
to be mutated.

Once direct sequencing produced negative results, we
looked for genetic imbalances using FISH probe ETV6-
RUNXT1, ES DC in PB samples of the two patients (I1l-2, I1l-4)
and it did not identify deletion of RUNX1 (Supplement Fig. 2).

Array-CGH analysis of all proband’s DNA samples (PB,
BM and BMu) identified a heterozygous germ line 163 kb mi-
crodeletion encompassing part of the RUNXT7 sequence at
21g22.12, through 5’ region to intron 2, including exons 1 and
2 [chr21:34,903,750-35,066,502 (GRCh38/hg38)] (Fig. 2).
This deletion was also detected in individuals I11-6, 111-8, lII-
10, IV-2 and IV-5, the two latter, asymptomatic toddlers. The
proband’s BM and PB samples Array-CGH investigation also
detected a 2.7 Mb deletion at 12922 [chr12: 93,072,890—
95,766,754(GRCh38/hg38)], that was not present neither in
his BMu sample nor in his sibling’s, indicating a somatic ac-
quisition. (Supplement Fig. 2)

The genomic DNA from peripheral blood of the patients
11-1, 111-2, 111-4, 111-8, 111-10, V-1, IV-2, IV-3, IV-4, IV-5 and IV-
6 were screened using the SALSA MLPA probemix P437-A1
Familial MDS-AML, that can detect copy number alterations
of the GATA2, TERC, TERT, CEBPA and RUNXT genes. The
MLPA analysis confirmed the deletion of RUNX7 exons 1 and
2 in patients IlI-2, 111-8, 11I-10, IV-2 and IV-5 (Fig. 2).

Discussion

This new family with the diagnosis of FPD/AML carries a dele-
tion of RUNX1 encompassing exons1 and 2. Although fibrob-
last material analysis is recommended to confirm the germ
line nature of mutations in hematological malignancies (as
peripheral blood may be contaminated with clonal cells) the
segregation of the micro deletion in the family can be used to
corroborate the inherited trace.

Familial platelet disorder with predisposition to acute
myeloid leukemia (FPD/AML) (OMIM #601399) is an auto-
somal dominant disorder with an association of thrombocy-
topenia, platelet dysfunction and a predisposition to myeloid
malignancies associated with RUNX7 mutations. It is part of
the group of MNGP with preexisting platelet disorders that
also includes Thrombocytopenia 2 (ANKRD26 mutations) and
Thrombocytopenia 5 (ETV6 mutations) [1]. It is not possible

to differentiate which gene is behind MNGP with preexist-
ing platelet disorders based solely on clinical presentation.
FPD/AML, thrombocytopenia 2 and thrombocytopenia 5 all
have low platelet count with normal platelet size and mild
bleeding tendencies [2].

During embryonic stages of hematopoiesis, RUNX1 is es-
sential for the formation of hematopoietic stem cells and
during the adult phase it participates in the maturation of
megakaryocytes, B and T lymphocytes [3]. Two basic ge-
netic mechanisms are implied in FPD/AML: haploinsufficiency
and dominant negative mutations. It seems that all mutations
have the same effect in megakaryocytic differentiation and
hematopoietic stem cell emergence [4] but granulomonocytic
progenitors present an increased proliferative rate and ge-
nomic instability that induces a preleukemic state when the
levels of RUNXT are very low, such as those seen in dom-
inant negative mutations [5]. Although thrombocytopenia is
supposed to be an omnipresent disease characteristic, cases
with no prior thrombocytopenia or bleeding history have been
described [5,6]. Even in the same pedigree not all RUNX1
mutation carriers are thrombocytopenic as is seen in the fam-
ily studied (Supplement Table 1) and even though abnormal
platelet aggregation was present in all affected family mem-
bers in a manner previously described in FPD/AML [7,8], a
sibling (Il-4) not affected by the RUNX1 microdeletion also
had abnormal aggregation tests.

At least 70 families with inherited RUNX1 mutations and
FPD/AML have been reported [9]. Myeloid neoplasms are the
most common presentation, but cases of acute lymphoblastic
leukemia (ALL) [10—13] and even hairy cell leukemia'® have
also been described. The estimated risk of hematological ma-
lignancies varied from 35% to 40% in pedigrees. AML and
MDS are the most prevalent, followed by T-cell ALL (9 cases).
Nearly half of the patients (4/9) with T-cell ALL later developed
AML, as was the case with our patient (llll-6). Age at presen-
tation of malignancy varied from 6 to 72 years [4,10,12], mak-
ing the point that this inherited predisposition is also an adult
issue and not confined to the pediatric population.

The correct diagnosis of myelodisplastic syndromes is a
challenge in patients with FPD/AML. Recent studies sug-
gests that megakaryocytic dysplasia can be present even in
the absence of MDS [14,15], and at the time of our cases’
diagnosis it was erroneously used as criteria for the diag-
nosis of MDS that was reinforced (albeit these are not di-
agnostic criteria) by immunophenotypic findings and abnor-
mal localization of immature precursors. Although no cytoge-
netic abnormalities were identified by conventional karyotyp-
ing, a somatic deletion of chromosome 12 was detected by
CGH array in our proband (Suplemental Fig. 2). The pres-
ence of the dysmorphic small and hypolobulated megakary-
ocytes in the three patients, even in the sibling IlI-10 that had
no other hematological findings, except for thrombocytope-
nia, is in agreement that FPD/AML baseline morphologic BM
includes dysplastic megakaryopoiesis, not indicative of MDS
evolution.

In patients highly suspicious of FPD/AML negative results
from PCR amplification and direct sequencing or next gener-
ation sequencing assays must be analyzed with caution and
further investigations to address copy number variation (such
as CGH array) should be considered. When malformations
and physical abnormalities are present, deletions of RUNX1
tend to be de novo deletions and are probably associated with
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deletion of other genes which are adjacent to RUNX1 [15—
17] and it is our belief that these cases should be analyzed
separately. But large intragene duplications or deletions with-
out dysmorphisms such as seen in our case have been de-
scribed and identified using CGH array [11,14,18] and would
otherwise be missed.

Almost all reported pedigrees have different RUNX7T mu-
tations with predominance of mutations in the RUNT domain
followed by transactivation domain. Apart from a de novo con-
genital translocation involving intron 1 of RUNX1 [19], to our
knowledge, all deletions described so far involved larger por-
tions of RUNX1 [11,14,20] or a deletion in exon 5 [18]. The
expression of RUNX1 is controlled by two promoters: P1 and
P2 [21]. In the family here described, the deletion affected
exon1 and 2, consequently deleting the distal promoter (P1)
but preserving the second promoter (P2) located in the in-
tronic region between exons 3 and 4. This deletion can po-
tentially induce haploinsufficiency of isoform RUNX1c (a prod-
uct of the deleted distal promoter P1) and an imbalance be-
tween the two most relevant isoforms of RUNX17. RUNX1c al-
though structurally very similar to isoform RUNX1b (product
of proximal promoter P2) seems to have different functions
in hematopoiesis. The first, apparently promotes proliferation
and survival of megakaryocytes while the second induces its
maturation and platelet production [22].

Diverse clinical features might result from the heterogene-
ity of RUNX1 mutations but also from secondary mutations.
In the multistep process of leukemogenesis, the presence of
a RUNX1 mutation probably predisposes secondary muta-
tions. These secondary “hits” seem to be necessary for devel-
opment of leukemia. Acquired mutations in the homologous
RUNXT1 gene have been reported [11,13] and were found in
all patients who developed acute leukemia in a French co-
hort suggesting a crucial role in disease progression. Ac-
quired mutations in other genes previously described to be
involved in leukemias are also frequent and heterogeneous
[13].

Conclusion

We described this new family with FPD/AML associated with
a partial RUNX1 deletion encompassing exons 1 and 2 po-
tentially resulting in haploinsufficiency of RUNX1c isoform.
The identification and further study of these families can help
elucidate the functions and importance of different RUNX1
isoforms in hematopoiesis. Thrombocytopenia was not de-
tected in all deletion carriers and should not be used as a trig-
ger to initiate investigation in suspected family members. All
suspected cases should be thoroughly investigated as con-
ventional sequencing techniques might miss large gene dele-
tions.
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