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RESUMO

FENERICH, B. A. “Estudo de mutacdes nos genes FLT3, JAK2 e CALR em sindrome
mielodisplasica”. 2014, 63 f. Monografia - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Em neoplasias mieloides, a identificagdo de mutacGes tem sido uma importante ferramenta
para o estabelecimento de correlagdes entre caracteristicas fenotipicas e o perfil genético das
doencas, contribuindo para a classificacdo, diagndstico e avaliacdo do prognostico de cada
paciente. A sindrome mielosdisplasica (SMD) é uma neoplasia mieloide caracterizada pela
ineficiéncia do processo hematopoético e pela presenca de displasia em uma ou mais
linhagens celulares do sangue periférico. Embora muitas mutacbes em genes envolvidos na
fisiopatologia da SMD tenham sido descritas recentemente, nenhuma destas alteracdes foi
definida como um marcador diagndstico. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a presenga de mutacdes nos genes FLT3, JAK2 e CALR em pacientes com
diagnostico de SMD, SMD/neoplasia mieloproliferativa (NMP) e leucemia mieloide aguda
(LMA) com alteracGes relacionadas a SMD atendidos no Hospital das Clinicas da FMRP-
USP. Foram incluidos no estudo um total de 40 pacientes com diagnéstico de SMD (n=36),
SMD/NMP (n=1), e LMA com alteracfes mielodisplasicas (n=3). Amostras remanecentes de
sangue periférico ou medula 6ssea coletadas durante o atendimento de rotina dos pacientes em
seguimento no Ambulatério de Hematologia do Hospital das Clinicas da FMRP-USP foram
submetidas a extracdo de DNA e analisadas através das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP-PCR),
PCR em tempo real e/ou analise de fragmentos. As metodologias foram padronizadas e os 40
pacientes analisados foram identificados como triplo negativos para as mutacdes de interesse,
indicando que as alteracGes moleculares avaliadas sao raras em SMD. Novos estudos, com a
padronizacdo da investigacdo de outras mutagdes e a ampliacdo da coorte de pacientes com
SMD se fazem necessarios para 0 avan¢co da comprensdo da fisiopatologia e no

estabelecimento de correlagdes entre o perfil genético e as caracteristicas fenotipicas da SMD.

Palavras-chave: Sindrome mielodisplésica; Mutacéo; FLT3; JAK2; CALR.



ABSTRACT

FENERICH, B. A. “FLT3, JAK2 and CALR mutations screening in myelodysplastic
syndrome”. 2014, 63 f. Monograph - School of Philosofy, Sciences and Letters of Ribeirdo
Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brazil.

In myeloid malignancies, identification of mutations has been an important tool for
establishing correlations between phenotypic features and the genetic profile of the disease,
contributing to the classification, diagnosis and assessment of prognosis of each patient.
Myelodisplastic syndrome (MDS) is a myeloid neoplasm characterized by inefficiency of the
hematopoietic process and the presence of dysplasia in one or more cell lines from peripheral
blood. Although many mutations in genes involved in the pathophysiology of MDS have
recently been described, none of these mutations was defined as a diagnostic marker. Thus,
the present study aimed to investigate the presence of mutations in FLT3, JAK2 and CALR
genes in patients with MDS, MDS/myeloproliferative neoplasm (MPN) and acute myeloid
leukemia (AML) with myelodysplastic related changes followed at the Clinical Hospital of
FMRP-USP. Forty patients diagnosed with MDS (n=36), MDS/MPN (n=1), and AML with
myelodysplastic related changes (n=3) were included in the study. Remaining peripheral
blood or bone marrow samples collected during routine care of patients being followed at the
Hematology Clinic of the Clinical Hospital of FMRP were submitted to DNA extraction and
analyzed through polymerase chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism
(RFLP-PCR), PCR real time and/or fragment size analysis. The methodologies were
established and the 40 patients studied were identified as triple negative. Further studies with
standardization of research of other mutations and the expansion cohort of patients with MDS
are needed to advance the comprehension of pathophysiology and to establish correlations

between genetic profile and phenotypic features of MDS.

Keywords: Myelodysplastic syndrome; Mutation; FLT3; JAK2; CALR.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hematopoese

A génese das diferentes linhagens celulares que compdem o sangue periférico é dada
através de um processo denominado hematopoese, que compreende a eritropoese, a
leucopoese e a trombocitopoese (HOFFBRAND & MOSS, 2013). Esta producdo ocorre
inicialmente, durante o desenvolvimento fetal, em ilhotas sanguineas pertencentes ao saco
vitelinico e, por volta da sétima até a décima oitava semana gestacional, ocorre
predominantemente no figado. No entanto, progressivamente, a medula 6ssea passa a deter tal
funcdo, sendo que no adulto representa a Unica fonte de producdo de células sanguineas
(REGO, 2004).

O processo hematopoético requer um microambiente normal que tenha a capacidade
de produzir fatores de crescimento, que favoreca a interagé@o entre os distintos tipos celulares e
acomode as células em desenvolvimento. Tal ambiente especial € representado pelo estroma
gue juntamente com as células sanguineas constitui o 6rgdo hematopoético (REGO, 2004). O
estroma é formado por um componente celular, compreendendo fibroblastos, adipécitos,
linfocitos, macrofagos e células do endotélio, e por uma matriz extracelular composta por
coldgeno, glicoproteinas e glicosaminoglicanos secretados pelas células do componente
celular (REGO, 2004; HOFFBRAND & MOSS, 2013).

A producdo de novas células sanguineas envolve trés processos fundamentais: a
autorrenovacdo das células-tronco, a formacdo de progenitores hematopoéticos
comprometidos e a proliferacdo e diferenciacdo das células precursoras em células maduras e
funcionais (REGO, 2004). As células-tronco sdo caracterizadas por realizar uma divisdo
celular assimétrica, que resulta em uma nova célula-tronco e uma célula precursora com
baixos niveis de fatores de transcricdo ja& comprometida com uma linhagem especifica. A
determinacdo da linhagem de uma célula precursora pode ser dada através de alocacdo
aleatdria ou por influéncia de sinais externos (HOFFBRAND & MOSS, 2013).

1.2. Sindrome Mielodispléasica
Falhas em algum ponto das vias do processo hematopoético podem resultar em

neoplasias mielGides, caracterizadas pela reducéo ou pela proliferacdo exacerbada de uma ou

mais linhagens celulares do sangue periférico. Dentro deste grupo de malignidades, séo
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encontradas as sindromes mielodisplésicas (SMD), as doencas mieloproliferativas (NMP), as
mielodisplasicas/mieloproliferativas (SMD/NMP) e as leucemias (VARDIMAN et al., 2009;
MALCOVATI et al., 2014).

As sindromes mielodisplasicas correspondem a um conjunto diverso de desordens
hematopoéticas de carater clonal, ou seja, que se originam de uma Unica célula precursora na
medula Ossea que tenha sofrido alteracbes moleculares e adquirido capacidade de
autorrenovacdo (DAVIDS & STEENSMA, 2010; HOFFBRAND & MOSS, 2013). Nas
SMDs observa-se uma hematopoese ineficaz, que resulta em citopenias no sangue periférico
e medula oOssea hipercelular, com risco de transformagdo para leucemia mieldide aguda
(LORAND-METZE, 2004; DAS, CHAUDHURI & LAW, 2013).

Estes disturbios hematopoéticos ocorrem, sobretudo, em pacientes com idade superior
a 50 anos, sendo de incidéncia rara na infancia (LORAND-METZE, 2004). A doenca €
considerada majoritariamente priméaria com etiologia ainda pouco definida, podendo estar
relacionada a diversos fatores, dentre os quais podem ser citados: processos imunolégicos,
exposicao a altos niveis de benzeno, agrotdxicos/solvente, tabagismo e historico familiar de
neoplasias hematologicas (HOFFBRAND & MOSS 2013). A patogénese da doenca
secundaria pode estar relacionada a terapias que utilizam agentes mielotoxicos, como a
quimioterapia e a radioterapia (ADES, ITZYKSON & FENAUX, 2014).

Os sintomas clinicos podem ser muito variados, mas geralmente estdo relacionados as
citopenias encontradas, sendo comuns: a fadiga, palidez, dispneia, complicacfes hemorragicas
e infecces (BRUNNING, 2008). Devido a inespecificidade sintomatica, o diagnostico
baseia-se fundamentalmente em dados de hemograma, de citologia e histologia da medula
Ossea e técnicas de citogenética (LORAND-METZE, 2004). A presenca de displasia é um dos
principais critérios de diagndstico, no entanto, as displasias sdo muito variaveis e a avaliacao
das mesmas nao € facilmente reproduzivel (MALCOVATI et al., 2014).

O diagnostico preciso e o estudo do prognoéstico de cada caso sdo essenciais para a
escolha de um tratamento adequado, e neste contexto, a classificacdo das sindromes
mielodisplasicas em subtipos distintos assume um importante papel. Devido a esta
necessidade, diversos sistemas de classificagdo foram criados, sendo que o primeiro foi
desenvolvido pelo grupo Cooperativo Franco-Americando-Britdnco (FAB) em 1976 e
revisado em 2001, baseando-se nos aspectos morfoldgicos da doenca, no entanto, este se
mostrou insuficiente para a definicdo de um prognostico conclusivo (MORAES et al., 2009;
BENNET, 2013). Posteriormente, o sistema estabelecido pela Organiza¢cdo Mundial da Sadude

(OMS) tornou-se o padrdo para a classificacdo, adotando-se critérios de analise do cariétipo,
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do numero de citopenias, do tipo e grau de displasia e da contagem de blastos na medula
6ssea e no sangue periférico (MORAES et al., 2009; BRUNNING, 2008).

De acordo com a classificagdo da OMS, as SMDs podem ser agrupadas nas seguintes
categorias: citopenia refrataria com displasia de unica linhagem (CRDU), anemia refrataria
com sideroblastos em anel (ARSA), citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens
(CRDM), anemia refrataria com excesso de blastos 1 e 2 (AREB-1 e AREB-2), sindrome
mielodisplasica associada com del(5q) isolada (SMD del(5q)) e sindrome mielodisplasica
ndo-classificavel (SMD-NC) (BRUNNING, 2008). Os pacientes podem ainda, ser
reagrupados em cinco classes de risco, que diferem sobretudo no risco de desenvolvimento de
leucemia mieldide aguda e no tempo de sobrevida (GREENBERG, 2012).

A principal classificacdo dos pacientes em grupos de risco é baseada no
Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado (IPSS-R). Os fatores progndsticos
considerados para esta avaliacdo correspondem aos dados de citogenética, contagem de
blastos, nimero e severidade de citopenias (GREENBERG, 2012). A determinacdo do grupo
de risco de cada paciente € de suma importancia na escolha do tratamento, visto que a
abordagem terapéutica difere de acordo com o prognostico. (ADES, ITZYKSON &
FENAUX, 2014).

1.3 Fisiopatologia da doenca

A patogénese da sindrome mielodisplasica esta relacionada a um conjunto diverso de
anormalidades citogenéticas recorrentes. As alteracbes cromossdmicas mais comuns
correspondem as delecdes, aberragdes numéricas e translocagdes ndo-balanceadas. Entretanto,
em aproximadamente 50% dos casos estudados o caridtipo é normal. Acredita-se que este
grupo de pacientes apresente mutacfes genéticas subjacentes que ndo seriam detectadas por
meio da andlise do cariotipo, visto que este ndo possibilita a identificacdo dos loci mutantes.
(DAVIDS & STEENSMA, 2010).

Mutacdes recorrentes em SMD estdo frequentemente relacionadas com genes que
controlam diversos processos celulares essenciais, incluindo genes envolvidos na transducao
de signal (JAK2, KRAS); metilagdo do DNA (DNMT3A, TET2,); regulacdo da transcricao
(RUNX1, GATAZ2); modificagdo da cromatina (EZH2, ASXL1); e splincing do RNA
(SF3B1) (PAPAEMMANUIL et al, 2013; LINDSLEY & EBERT, 2013). Dentre estas
mutagdes, muitas sdo compartilhadas por outras neoplasias mieloides, incluindo os grupos

diagndsticos de sindrome mielodisplasica/neoplasia mieloproliferativa (SMD/NPM),



21

neoplasia mieloproliferativa (NMP) e leucemia mieldide aguda (LMA) (PAPAEMMANUIL
etal., 2013).

A presenca destas mutacOes esta relacionada a ineficiéncia do processo hematopoético
devido a alteragbes na proliferacdo, maturacdo e apoptose de células envolvidas netes
processo (LORAND-METZE, 2004; DAS, CHAUDHURI & LAW, 2013; ADES,
ITZYKSON & FENAUX, 2014). Em SMD, os clones mutados, incialmente tornam-se mais
susceptiveis a apoptose, levando a ocorréncia de citopenias no sangue periférico. Esta alta
taxa de apoptose também pode atingir as células estromais, causando alteracdes no
microambiente da medula 6ssea (RAZA et al., 1995). No entanto, a aquisi¢do de novas lesdes
genéticas pode levar a selecdo oligoclonal durante a progressdo da doenca. Estes clones
selecionados sofrem reducdo apoptética e adquirem elevadas taxas de proliferagéo,
contribuindo para a transformacao para LMA (WALTER et al., 2012).

1.4. Mutagdes relacionadas a fisiopatologia das neoplasias mieloides

Uma via frequentemente desregulada em malignidades hematoldgicas € representada
pelos receptores tirosino quinases (RTKSs). Dentro dessa familia, encontra-se o Fms-like
tyrosine kinase 3 (FLT3), um receptor composto por um dominio extracelular e um dominio
citoplasmatico. O ligante de FLT3, em sinergia com outros, ativa o receptor de tirosino
quinase e estimula o crescimento e a proliferacdo de células sanguineas e da medula 6ssea
(GILLILAND & GRIFFIN, 2002).

Dois tipos principais de mutagdes sdo encontrados no gene que codifica este receptor:
mutacéo interna em tandem (ITD) e mutacdo pontual D835 (SHIH et al., 2004). A mutacéo
FLT3-ITD corresponde a duplicacdes de 3 a 400 pares de bases que afetam o dominio
préximo da membrana (GRAF et al., 2007). Este dominio, quando ndo mutado, assume uma
forma helicoidal que é responsavel por bloquear o segmento de ativagdo, mantendo o receptor
inativo enquanto nao houver a ligagdo do ligante especifico. Diante da mutagdo, este dominio
perde sua conformacdo, cessando também sua capacidade autoinibitéria (GILLILAND &
GRIFFIN, 2002) .

Mutacbes em FLT3 apresentam relativamente baixa incidéncia em pacientes
acometidos por SMD, no entanto, ocorrem em cerca de 30% dos casos de LMA. Ademais,
dados da literatura sugerem fortemente que a aquisicdo de mutacBes neste gene esta
relacionada a transformacdo da SMD para a LMA, estando associadas ao aumento da

proliferacédo e sobrevivéncia de blastos leucémicos (SHIH et al., 2004; DAVER et al., 2013).
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A presenca desta mutacdo esta associada a um pior prognostico em LMA (SHIH et al., 2004;
DOHNER et al., 2010).

Uma outra via de comunicacdo celular afetada em doencas hematologicas €
representada por Janus Kinase/signal transducers and activators of transcription
(JAK/STAT), que corresponde ao principal mecanismo de sinalizacdo de uma ampla gama de
citocinas e fatores de crescimento (O'SHEA, HOLLAND, & STAUDT, 2013). A ativacdo
desta via desencadeia respostas que promovem proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e
apoptose celular. Tais eventos sdo criticos para o0 processo hematopoético, e assim sendo,
falhas na regulacdo ou a ativagdo constitutiva desta via podem estar relacionadas a doencas
inflamatorias e hematoldgicas (RAWLINGS, ROSLER & HARRISON, 2004).

Uma mutacdo pontual (V617F) no gene que codifica JAK2, um membro da familia da
via JAK/STAT, provoca a mudanca de um unico nucleotideo, com consequente substituicdo
de um aminoéacido (O'SHEA, HOLLAND, & STAUDT, 2013; JAMES et al., 2005). Esta
alteracdo provoca a fosforilagdo constitutiva do dominio quinase de JAK2, gerando atividade
continua da via mesmo na auséncia de ligante e fatores de crescimentos (O'SHEA,
HOLLAND, & STAUDT, 2013).

A mutacdo JAK2 V617F apresenta alta incidéncia em neoplasias hematoldgicas,
sobretudo em NMP, sendo encontrada em aproximadamente 75% dos casos (CAMPBELL &
GREEN, 2006; KLAMPFT, 2013). Ainda com uma frequéncia mais rara, quando comparada
as outras malignidades hematologicas, mutacbes em JAK2 também sdo identificadas em
pacientes com SMD, sobretudo no subgrupo ARSA, e nos pacientes com SMD/NMP no
subgrupo ARSA com trombocitose (ARSA-T) (LINDSLEY & EBERT, 2013 a ;
HELLSTROM-LINDBERG & CAZZOLA, 2008).

Pesquisas recentes indicam uma outra mutacdo relacionada a via JAK/STAT.
Mutacdes indel no éxon 9 do gene que codifica a calreticulina (CARL) foram identificadas
em cerca de 73% dos pacientes com NMP, subgrupo trombocitopenia essencial e mielofibrose
primaria, negativos para as mutacbes JAK2 V617F e MPL. Dessa forma, estas mutagdes
parecem ser mutuamente excludentes e culminam na mesma resposta, a ativacdo constitutiva
da via de transducéo de sinal JAK/STAT. No entanto, os mecanismos de ativagao desta via
pela calreticulina mutada ainda n&o foram esclarecidos (KLAMPFL et al., 2013).

A calreticulina é uma proteina altamente conservada presente no reticulo
endoplasmatico, que atua na ligacdo com ions célcio e como uma chaperona no enovelamento
de glicoproteinas (CHI et al., 2014). Esta proteina € composta por trés dominios

estruturalmente e funcionalmente distintos. Um destes dominios corresponde a regido C-
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terminal, que contem nucleotideos que formam a sequéncia de retencdo da proteina ao
reticulo endoplasmaético. As mutacfes no gene CALR, provocam a substituicdo desta regido
C-terminal negativamente carregada por uma regido positivamente carregada, rica em
arginina e metionina (CAZZOLA & KRALOVICS, 2014; RUMIl et al., 2014) .

Foram descritos 36 tipos de mutac6es em CALR, sendo mais frequentes as mutacgdes
do tipo 1 (53% dos casos) e do tipo 2 (31,7%). O primeiro grupo corresponde a delecdes de
52 pares de base (pb), enquanto o segundo é caracterizado por insercdes de 5 pb. Ambas
mutacdes resultam na mudanca na matriz de leitura do gene, com consequente substitui¢do da
regido C-terminal, codificada pelo éxon 9 (KLAMPFL et al., 2013).

A frequéncia das mutagdes CARL em outras neoplasias mieloides ainda ndo esta
totalmente estabelecida. De acordo com o Klampf e coloboradores mutagdes em CALR foram
identificadas somente em cerca de 10% dos pacientes com SMD/NMP subgrupo leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC) (KLAMPF et al., 2013). Outro trabalho, publicado por
Nangalia e colaboradores, aponta que mutagcbes em CALR ocorreram em 8% dos pacientes
com SMD (NANGALIA et., 2013).

1.5. Justificativa

A identificacdo de mutacdes em genes envolvidos com a fisiopatologia de neoplasias
mieldides representa uma ferramenta eficiente e potencialmente 0til para auxiliar o
diagndstico e avaliacdo do prognostico de cada paciente. No entanto, no caso das sindromes
mielodisplasicas, até o presente momento, nenhuma mutacdo foi incluida como critério
diagnostico na pratica clinica. Diante deste cenario, estudos de investigacdo de mutacdes para
a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na SMD e na evolucdo da doenca
se fazem necessarios.

Considerando-se que diversas mutagcfes sdao compartilhadas pelo grupo de neoplasias
mieloides, optou-se por estudar em SMD, duas mutagdes que ja sdo utilizadas como critério
diagndstico para outras neoplasias mieloides. A primeira delas corresponde & mutacédo FLT3-
ITD, utilizado como ferramenta diagndstica para LMA. A segunda mutacdo de interesse,
JAK2 V617F, é critério diagndstico para neoplasias mieloproliferativas, como policitemia
vera, trombocitopenia essencial e mielofibrose primaria. Adicionalmente, houve o interesse

em investigar mutagdes no gene CALR, as quais foram recentemente descritas como
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frequentes em NMP JAK2 V617F negativo, visto que ambas sdo mutualmente excludentes e

ativam as mesmas vias de sinalizagao celular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a presenca de mutagdes nos genes FLT3, JAK2 e CALR em pacientes com
diagnostico de SMD, SMD/NMP e LMA com alteracdes mielodisplasicas atendidos pelo
Hospital das Clinicas da FMRP-USP.

2.2 Especificos

Realizar a identificacdo das mutacdes FLT3-ITD, JAK2 V617F e mutacdes indel no gene
CALR em pacientes com diagnostico de SMD, SMD/NMP e LMA com alteracdes
mielodisplasicas em acompanhamento no Ambulatério de Hematologia do Hospital das
Clinicas da FMRP-USP.

Realizar a padronizacao in house e adequacdo de dois métodos de deteccdo da mutacédo
JAK2 V617F descritos na literatura para utilizacdo neste trabalho e possivel implementagéo

na rotina do laboratério.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Amostras remanecentes de sangue periférico (n=53) ou medula 6ssea (n=15) coletadas
durante o atendimento de rotina dos pacientes em seguimento no Ambulatério de
Hematologia do Hospital das Clinicas da FMRP-USP foram submetidas a extracdo de DNA.
No total, foram processadas 68 amostras de pacientes com hipdtese diagnostica de sindrome
mielodisplasica. No entanto, apos avaliacdo da qualidade do DNA e reavaliacdo dos dados
clinicos, 16 amostras foram excluidas do estudo devido a baixa qualidade do material e 12
amostras foram excluidas por diagnostico ndo compativel.

Dessa forma, 40 individuos foram submetidos a investigacdo das mutacdes de
interesse. Das 40 amostras incluidas, 32 eram de sangue periférico e 8 de medula éssea. De
acordo com a classificagdo da OMS, os pacientes apresentaram o diagnéstico de SMD (n=36),
SMD/NMP (n=1), e LMA com alterac@es mielodispléasicas (n=3) (BRUNNING, 2008).

O diagnostico foi baseado na avaliacdo de dados de hemograma, mielograma, bidpsia
de medula 6ssea e citogenética, além da aplicacdo de um protocolo de exclusdo de outras
doencas relacionadas, como descrito na ficha clinica (Anexo A). A classificacdo da doenca foi
realizada de acordo com a classificagdo da OMS (BRUNNING, 2008). O IPSS-R foi baseado
na publicacdo de Greenberg (GREENBERG, 2012) e calculado através do aplicativo online
fornecido pela MDS Foundation (the myelodysplastic syndromes foundation inc.) disponivel

no link http://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/.

3.2. Processamento das Amostras

3.2.1. Extracdo de DNA

Apb6s um periodo de no maximo 24 horas ap6s a coleta, deu-se inicio ao
processamento das amostras. O DNA gendmico foi extraido a partir do buffy coat, que
corresponde a0 componente sanguineo obtido por meio de centrifugacéo, no qual se concentra
uma consideravel fracdo de leucocitos e plaquetas. Para este processo utilizou-se o Kit Gentra
Puregene Blood (Qiagen), de acordo com orientacBes do fabricante. Resumidamente, o kit é
composto por uma solucdo de lise de hemécias, solugéo de lise de glébulos brancos e solucéo

de precipitacdo de proteina para retirada dos restos celulares. Posteriormente, adiciona-se
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isopropanol e alcool 70 % para precipitagdo do DNA e solugdo de hidratacdo de DNA para

reconstitui¢do do pellet.

3.2.2. Verificacdo da qualidade do DNA genémico e armazenamento das amostras

ApoGs a extragdo, a concentragdo e a pureza do DNA foram verificadas através da
leitura em aparelho Nano Vue GE. A quantificacdo é dada em ng/uL e baseia-se na densidade
Optica, considerando-se que os acidos nucleicos absorvem a luz no comprimento de onda de
260 nm. O primeiro parametro para avaliar o grau de pureza da amostra corresponde a relacdo
de absorbancia 260/280. Amostras com valores proximos a 1,8 sdo geralmente aceitas como
puras para 0 DNA, sendo que relacBes significativamente mais baixas podem indicar a
presenca de proteinas, fenol e outros contaminantes que apresentam absorbancia proxima a
280 nm. A relacdo 260/230 e utilizada como uma medida secundaria da pureza de acidos
nucleicos e deve estar compreendida entre 2 e 2,2, sendo que valores consideravelmente
inferiores podem sugerir a presenca de contaminantes com absorbancia proxima a 230 nm.
Para este trabalho, foram selecionadas amostras com concentracdo igual ou superior a 50
ng/uL e cujas relagcbes 260/280 e 260/230 encontraram-se proximas a 1,8 e 2,
respectivamente.

A avaliacdo da integridade do DNA gendmico foi realizada através de eletroforese em
gel de agarose a 1%. Para cada amostra foram aplicados no gel, 6 pL. do material diluido a 50
ng/ulL e 2 uL de tampdo de corrida, sob voltagem de 100V. A integridade do DNA pode ser
observada pela presenca de bandas com alto peso moleular e auséncia de rastros abaixo de
cada banda, que indicam a degradacéo do material (Figura 1).

Apbds avaliacdo da concentracdo, qualidade e integrigade, as amostras selecionadas
foram catalogadas em uma planilha excel, etiquetadas e armazendas em freezer a -20°C. Com
0 objetivo de evitar a degradacdo do material devido a descongelamentos frequentes, todas as
amostras foram aliquotadas e diluidas em 25 e 50 ng/uL para uso.
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Figura 1 — Gel de eletrofore para avalia¢do da integridade das amostras de DNA genémico. As linhas de
1 a 8 representam amostras de DNA selecionadas para pesquisa apds quantificacdo e verificagdo da
pureza. Para cada amostra, foram aplicadas 6 uL de DNA (50 ng) e 2 ul de tampao de corrida, em gel de
agarorese 1%. Todas as amostras apresentam bandas integras e auséncia de degradagdo, que poderia
ser observada pela presenga de rastros abaixo das bandas.

3.3. Pesquisa da mutacdo ITD em FLT3

A identificacdo de FLT3-ITD foi realizada através da amplificagdo de regides
especificas do DNA (éxons 14 e 15) por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase,
seguida por andlise de eletroforese em gel de agarose 3,5%. Para a PCR foi utilizado um
volume final de 25uL, composto por 2 uL. de DNA puro; 2,5 uL de solugdo-tampéo (10X); 1
pL de MgCl, (50 mM); 1,5 pL de ANTP mix (100 mM de cada); 1 pL de iniciador sense e
antisense (10 uM cada); 0,2 puL de Taqg DNA polimerase (5 U/ulL) e agua ultra-pura .s.p
25uL.

A reacdo foi realizada de acordo com as seguintes condicdes e etapas: fase de
desnaturacdo das moléculas por 5 minutos e temperatura de 94°C; 35 ciclos compostos de 30
segundos a 92°C, 30 segundos a 55°C (fase de anelamento) e 30 segundos a 72°C (fase de
extensdo); apds o término dos ciclos, a amostra permanece a 72 °C por um periodo de 5
minutos.

Depois de amplificada, a amostra foi colocada em gel de agarose, uma matriz que
realiza a separacdo dos fragmentos de DNA de acordo com o tamanho. Para tal, o gel é
colocado em uma cuba com solucdo salina e uma corrente elétrica é aplicada, fazendo com
gue o DNA migre para o pdlo positivo, formando bandas. Estas bandas podem ser observadas

devido a adicdo de brometo de etideo ao gel, pois este exibe fluorescéncia quando exposto a
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luz ultravioleta e, como essa fluorescéncia aumenta consideravelmente ap6s a inser¢do no
DNA, o brometo de etideo é utilizado como um corante para se visualizar os fragmentos
amplificados. O geno6tipo normal apresenta uma banda com 329 pares de base (pb), enquanto

que para o gendétipo mutado, é possivel observar uma banda adicional.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados para a investigagdo da mutagdo em FLT3-ITD.

PCR FLTS3-ITD

Iniciador
sense

5’-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’

Iniciador antisense 5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’

3.4. Padronizagdo in house de diferentes métodos para investigacdo molecular da
presenca da mutacdo JAK2V616F

Atualmente, a investigacdo desta mutacdo em pacientes portadores de neoplasias
mieloproliferativas atendidos no Hospital das Clinicas da FMRP é realizada através de PCR
quantitativo em tempo real, com o uso de um kit comercial. Por se tratar de um método
oneroso, o presente trabalho realizou a padronizagdo in house e a adequacao de duas outras
metodologias para a investigacdo da mutacdo JAK2 V617F nos pacientes inclusos neste
trabalho e para implementacdo na rotina do laborat6rio. O primeiro método validado consiste
em um PCR em tempo real projetado através do servico da Applied Biosystems, descrito na
Dissertacdo de Mestrado da aluna Mariana Cristina Lima Souza (Souza, 2013). O segundo
método corresponde ao polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP), uma técnica baseada na digestdo dos produtos da PCR com endonuclenases e descrito
em trabalho publicado por Yamamoto e colaboradores (YYamamoto, 2001) .

Para a padronizacdo de ambos métodos, foram selecionadas amostras de pacientes
com doencas mielofroliferativas cronicas, cuja auséncia ou presenca da mutacdo JAK2 V617F
em heterozigose ou homozigose havia sido previamente investigada através do uso do kit
comercial. Dessa forma, estas amostras foram utilizadas como controles para a validacdo das
metodologias alternativas. No total, utilizou-se 57 amostras de pacientes com NMP
previamente identificadas como negativas para a mutagdo (n=27), positivas heterozigotas
(n=22) ou positivas homozigotas (n=8), além de um controle positivo (homozigoto) e um

negativo comercial para a validacao através do PCR em tempo real. Para a padronizacgdo do
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PCR-RFLP, foram utilizadas 22 amostras, sendo nove negativas para a mutacdo, nove

positivas e quatro positivas homozigotas.

3.4.1. PCR em tempo real qualitativo

Para o PCR em tempo real, utilizou-se o termociclador 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems®). Realizou-se um ensaio especifico projetado através do servico da
Applied Biosystems por Souza e colaboradores (SOUZA, 2013). O ensaio foi realizado com
um Unico conjunto de iniciadores. Dessa forma, a identificacdo da mutacdo ocorreu através do
uso de sondas que diferenciavam-se apenas na posi¢cdo da mutacdo JAK2 V617F (Tabela 2).

A reacdo de PCR foi realizada em duplicata e preparada com volume final de 25 pL e
composta por 12,5uL de TagMan Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems); 0,2 pL
de cada sonda (0,08uM); 0,9uL de cada primer (0,36 M ) e 10,3uL de DNA (40ng). A reagéo
ocorreu de acordo com as seguintes condi¢bes: 2 minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C,
seguidos por 50 ciclos compostos de 15 segundos a 95°C (desnaturacdo) e 1 minuto a 60°C
(anelamento/extensdo).

A analise qualitativa foi realizada a partir do nivel de fluorescéncia emitido por cada
sonda, FAM para o alelo mutado e VIC para o alelo selvagem, a cada ciclo de amplificacéo.
Esta fluorescéncia é captada por diferentes canais de leitura do aparelho e possibilita a
construcdo de um grafico em tempo real, que relaciona os ciclos de termociclagem com o
nivel de fluorescéncia liberada. A partir deste grafico, foi delimitado, um limiar de
fluorescéncia, também denominado threshold, que corresponde a altura em que ocorre 0
inicio da fase exponencial da amplificacdo génica e registrou-se o ciclo em que a reacdo
atinge esse limiar (Ct), ou seja, 0 nimero minimo de ciclos necessarios para a amplificacao.

O valor de Ct de cada amostra analisada foi comparado com os das amostras controles
do kit comercial, possibilitando assim a detec¢do dos alelos analisados. Também comparou-se
0 padrdo de curvas geradas para cada grupo de pacientes, tanto para o alelo mutado, quanto
para o alelo selvagem. Vale salientar, que este método ndo é baseado em uma analise
quantitativa de expressdo génica, mas permite a deteccdo qualitativa da amplificagdo dos

alelos mutado e selvagem, a partir de amostras de DNA.

3.4.2. PCR-RFLP
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O segundo método padronizado in house corresponde ao  polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricdo, uma técnica baseada na restricdo de um fragmento
de DNA por endonucleases que clivam a molécula em sitios especificos gerando perfis de
restricdo. A técnica de PCR-RFLP foi realizada em duas etapas, iniciando-se com a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Para a PCR foi utilizado um volume final de 25uL, cuja
composic¢do foi definida através de repeti¢des de experimentos, alterando-se, principamente a
concentracdo de DNA genémico para se obter um padrdo de bandas mais nitido.

A reacdo pradronizada apresentou a seguinte composi¢do: 300 ng de DNA; 2,5 uL de
solugéo-tampao (10X); 1 uL de MgCl, (50 mM); 1 uL de ANTP mix (100 mM de cada); 1 puL
de primer sense e antisense descritos na tabela 2 (10 uM cada); 0,75 uL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL) e agua ultra-pura q.s.p 25uL. A reacdo ocorreu de acordo com as
seguintes condicdes e etapas: 5 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguida por 35 ciclos de 30
segundos a 92°C,30 segundos a 57°C e 50 segundos a 72°C e uma estapa final a 72°C durante
7 minutos.

Para a analise RFLP, os produtos obtidos por meio da PCR foram digeridos com a
enzima BsaXI| durante um periodo de 16 horas a 37°C e visualizados através de eletroforese
em gel de agarose 2,5%. Para cada amostra, utiizou-se 10 pL do produto da PCR; 0,5 uL da
enzima de restricdo; 1,5 uL de solucdo-tampdo e agua ultra-pura para completar o volume
final de 15 pL. O gendtipo mutado em homozigose para JAK?2 é representado por fragmentos
com 460 pb (fragmento com 460bp de JAK2 néo digerido corresponde ao alelo JAK2 V617F,
uma vez que a mutacdo causa perda do sitio de restricdo da enzima BsaXl), o genotipo
heterozigoto apresenta fragmentos com 460, 241 e 189 pb, enquanto o gen6tipo normal é
representado por fragmentos com 241 e 189 pb.

Tabela 2 - Primers e sondas utilizados na de investigacdo da mutagao JAK2 V617F.

RFLP-PCR PCR real time
Sonda alelo 5’-TCTCCACAGACACATAC (VIC) - 3’
selvagem
Sonda alelo 5’-TCCACAGAAACATAC (6-FAM) - 3’
mutado
Iniciador 5’GGGTTTCCTCAGAACGTTGA3’ 5’-AAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT-3”
sense
Iniciador S’TCATTGCTTTCCTTTTTCACAA3’ 5’-AGAAAGGCATTAAGAAAGCCTGTAGTT-3’
antisense

3.5. Pesquisa de mutagdes em CALR
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A pesquisa de inser¢des e delecbes no éxon 9 do gene da calreticulina foi realizada
seguindo-se um protocolo baseado na publicacéo de Chi e colaboradores (CHI et al., 2014). A
identificacdo € realizada através de PCR, seguida por confirmacdo da amplificacdo através da
corrida em eletroforese em gel de agarose e sequenciamento por andlise de fragmentos. Para a
obtengdo de controles positivos, realizou-se testes com amostras de NMP negativas para
JAK2 V617F, visto que estas mutacdes apresentam alta incidéncia neste grupo.

Para a reacdo da PCR, foi utilizado um volume final de 30 pL, compostos por 50 ng de
DNA, 3 uL de solugdo-tampédo (10X); 1,5 uL de MgCl; (50nm); 1,5 uLL de DMSO; 1 uL de
dNTP (10 mM); 0,3 pL dos iniciadores sense e antisense (10 uM) (Tabela 3); 0,3 uL de Taq
DNA polimerase (5 U/uL) e dgua ultra-pura q.s.p 30 pL. O iniciador sense ¢ marcado com
sonda a sonda fluorescente 6-FAM para a analise de fragmentos. A reacdo do PCR segue as
sequintes condicBes: 10 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguida por 35 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C e uma estapa final a 72°C
durante 10 minutos. Apo6s a amplificacdo, os produtos foram aplicados em gel de agarose 4%
e analisados. Alelos selvagens apresentam bandas com 297 pb, sendo possivel identificar o
genotipo com mutacdo indel, pelo aparecimento de bandas de 245 pb para a mutacdo do Tipo
1 e 302 pb para a mutacdo do Tipo 2.

Devido ao pequeno nimero de pares de bases que diferenciam as bandas selvagens e
mutadas, a confirmacdo das mutacdes pode ser realizada através da analise de fragmentos.
Para tal, o produto da PCR foi diluido em agua ultra-pura em uma relacdo 1:15 para a
preparacdo da reacdo, composta por 1 pL do produto diluido; 8,7 uL de Formamida e 0,3 puL
de 600 LIZ. O material foi submetido ao sequenciamento no aparelho ABI 3500 XL Genetic
Analyzer (Life Technologies) e os resultados foram analisados atraves do Software do proprio

sequenciador.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados na detec¢ao das mutagGes indel no gene CALR.

PCR CALR

Iniciador
sense
Iniciador
antisense

5-TAACAAAGGTGAGGCCTGGT-3' (6-FAM-labeled )

5-GCCTCTCTACAGCTCGTCCTT-3'
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4. RESULTADOS

4. 1. Caracateristicas da populacéo estudada

Dos 40 pacientes testados para as mutacOes de interesse, 36 foram diagnosticados com
SMD, um paciente com SMD/NMP e trés pacientes com LMA com alteragdes
mielodisplasicas.

As caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos a investigacdo das mutacdes de
interesse estdo detalhadas na Tabela 4. Os pacientes cujo exame de citogenética foram
inconclusivos devido a auséncia de metafase ndo puderam ser classificados quanto ao risco
citogenético e o IPSS-R. O diagndstico de SMD, especialmente o diagnostico dos subtipos
AR e CRDM permanecem um desafio na préatica clinica, muitas vezes é necessario a repeticdo
de exames de medula 6ssea e citogenética, e um tempo de seguimento minimo de 6 a 12
meses para a certeza do diagnéstico. Dessa forma, considera-se importante a observacdo
clinica por periodo minimo de 6 meses, repeticdo do mielograma e cariotipo de medula 6ssea

de 16 pacientes incluidos no estudo para melhor definicao diagnostica.



Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo

37

Caracteristicas Numero de Pacientes
Pacientes 40
R Feminino 18
Género -
Masculino 22
Idade (anos) Mediana (intervalo) 66 (28-85)
Classificagdo OMS (2008)
AR/ARSA/CRDM/del(5q) 3/3/24/1
SMD
AREB-1/AREB-2 4/1
SMD/NMP LMMC 1
LMA com alteragoes
mielodisplasicas 3

Risco Citogenético

Muito baixo/Baixo, n (%)

1(2,5%)/17 (42,5%)

Intermediario, n (%)

13 (32,5%)

Alto/Muito alto, n (%)

1(2,5%)/2 (5%)

Indisponivel, n (%) 6 (15%)
Blastos na Medula Ossea (%)
<5%, n (%) 32 (80%)
>5 and < 10%, n (%) 5(12,5%)
>10 and < 20%, n (%) 1(2,5%)
>20% < 30%, n (%) 2 (5%)
IPSS-R
Muito Baixo/Baixo, n (%) 5(12,5%)/16 (40%)
Intermediario, n (%) 6 (15%)
Alto/Muito Alto, n (%) 4 (10%)/3(7,5%)
Nao Avalidvel, n (%) 6 (15%)

Abreviagdes: SMD, sindrome mielodisplasica; OMS, Organizagdo Mundial da Saide; AR, anemia refrataria; ARSA, anemia refrataria com
sideroblastos em anel; del(5q), SMD com del(5q) isolada; CRDM, citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens; AREB-1,
anemia refrataria com excesso de blastos-1; AREB-2, anemia refratéria com excesso de blastos-2; LMA, leucemia mieloide aguda. LMMC,
leucemia mielomonacitica cronica, IPSS-R, Sistema Internacional de Escore Prognostico Revisado. O risco citogenético e o IPSS-R foram
definidos de acorco com Greenberg (GREENBERG, 2012). N, nimero de pacientes na populagio; (%), porcentagem.
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4.2. Resultados da pesquisa da mutagdo FLT3-1TD

Amostras de 40 pacientes com diagnostico de SMD, SMD/NMP e LMA com
alteracdes mielodisplasicas foram analisadas para a mutacdo FLT3-ITD. Como controle
positivo, foram utilizadas amostras de pacientes acometidos com LMA, previamente
identificados como mutados para FLT3-ITD. Todos os pacientes incluidos no estudo

apresentaram fragmentos de tamanho normal, indicando auséncia da mutacdo (Figura2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
— — — Il
- -
L
== -—
32900, | ey D GHD GHD GHD GHD = - -
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Figura 2 - Anadlise da mutagao FLT3-ITD em pacientes com SMD (Gel de agarose 3,5%). Amplificagdo dos alelos de
FLT3 por PCR: linhas de 1 a 7: pacientes com SMD, todas as amostras apresentaram fragmentos de tamanho normal
(329 pb), indicando auséncia da mutagdo. Linhas 8 e 9: amostras de pacientes com LMA utilizados como controles
positivos para a mutagao; linha 10: um paciente com LMA n3o-mutado utilizado como controle; linha 11: branco;
linha 12: marcador de 50 pb. Vale salientar que a primeira banda do marcador (50 pb) ndo aparece no gel devido a
realizagdo de uma corrida longa para melhor separagdo das bandas mutadas.
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4.3 Resultados da padronizacao in house de diferentes metodologias

4.3.1. PCR em tempo real

Para a validacdo da metodologia de PCR em tempo real, utilizou-se 57 amostras de
pacientes com NMP previamente identificadas como negativas para a mutacdo (n=27),
positivas heterozigotas (n=22) ou positivas homozigotas (n=8), além de um controle positivo
e um negativo de um kit comercial. Todas as amostras avaliadas atraves do padrdo de curvas
de amplificacdo e da comparacdo dos valores de Ct conferem com os resultados obtidos
previamente através do uso do kit comercial. As curvas de amplificagdo fornecidas pelo
programa de andlise pela leitura do canal FAM, que detecta o alelo mutado, estdo ilustradas

nas Figuras 3-5.
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Figura 3 — Padronizagdo in house da pesquisa da mutacao JAK2 V617F através de PCR em tempo real:
Curva de amplificagdo de um paciente previamente identificado como negativo para a mutagdo. A linha
em amarelo representa a curva de amplificagdo do paciente (Ct=26,8), sobreposta a curva do controle
negativo (Ct=27) confirmando o resultado. A linha em marrom representa um controle positivo homozigoto
de um kit comercial (Ct=24).
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Figura 4 — Padronizagdo in house da pesquisa da mutagdao JAK2 V617F através de PCR em tempo real:
Curva de amplificagdo de um paciente previamente identificado como positivo heterozigoto para a
mutacgdo. A linha em azul escuro representa a curva de amplificagdo do paciente (Ct=25), sobreposta a curva
do controle positivo heterozigoto (Ct=25,2), confirmando o resultado esperado. A linha em azul claro

renresenta uim controle nesativo de um kit comercial (C+=28).
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Figura 5 — Padroniza¢do in house da pesquisa da muta¢do JAK2 V617F através de PCR em tempo real:
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Curva de

amplificagdo de um paciente previamente identificado como positivo homozigoto para a mutagdo. A linha em azul escuro
representa a curva de amplificagdo do paciente (Ct=26), sobreposta a curva do controle positivo homozigoto (Ct=25,8),
confirmando o resultado esperado. A linha em azul claro representa um controle negativo de um kit comercial (Ct=28).
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A andlise qualitativa da mutacdo também pode ser realizada pela distingdo entre o0s
padrdes de curvas para cada grupo de pacientes (negativo, positivo heterozigoto e positivo
homozigoto), quando se analisa a amplificagdo do alelo selvagem e do mutado

concomitantemente, pela leitura dos canais VIC e FAM, respectivamente (Figura 6).

Figura 6 - Padronizagdo in house da pesquisa da mutagdo JAK2 V617F através de PCR em tempo real: Padrées de
curvas observados para cada grupo de pacientes. Curvas de amplificagdo de JAK2 em um paciente negativo para a
mutagao estudada (A), em paciente positivo heterozigoto para JAK2 V617F (B), e paciente positivo homozigoto para
JAK2 V617F (C). A curva em verde indica a amplificagdo de JAK2 selvagem, e a curva em azul indica a amplificacdo de
JAK2 V617F. Note que em pacientes com a auséncia da mutagdo, também é observada amplificacdo de JAK2 V617F,
no entanto, a curva que representa JAK2 selvagem apresenta maior expansao.

Como apresentado anteriormente, todos os resultados obtidos pelo método testado
foram confirmados pelos resultados da andlise prévia realizada com o kit comercial utilizado
na rotina do laboratorio. No entanto, para a implementacéo, pretende-se realizar uma curva de

diluicdo seriada para a comparacdo da sensibilidades dos métodos.

4.3.2. RFLP-PCR

Para a RFLP-PCR, foram utilizadas 22 amostras previamente estudadas para a
mutacdo, sendo nove negativas, nove positivas e quatro positivas homozigotas. A primeira
sequéncia de experimentos teve como objetivo estabelecer a melhor concentracdo de DNA
para a amplicacdo pela reacdo da PCR. Cinco amostras controle foram testadas em quatro
reacbes de PCR com diferentes concentracdes (50 ng, 100 ng, 300 ng e material puro),
mantendo-se as outras condigdes das reacdes idénticas. Como resultado, obteve-se que 300
ng representa a concentragdo mais adequada para a amplificagdo por PCR. O proximo passo
foi determinar a quantidade de produto necessario para a reacéo de digestdo por endonuclease,
testando-se duas reagOes, uma com 2 pL de produto e outra com 10 uL, mantendo-se o
volume da enzima e da solucdo-tampédo. O melhor resultado foi obtido quando se utilizou 10

uL do produto amplificado.
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ApoOs a adequacdo das condicBes de reacdo, testou-se 22 amostras previamente
analisadas para a mutagdo JAK2 V617F através do uso do kit comercial, para validacdo dos
resultados obtidos pelo RFLP-PCR. Todas as amostras apresentaram o padrdo de bandas
esperado, confirmando a confiabilidade do método testado (Figuras 7 e 8). As amostras
negativas para a mutacdo apresentam fragmentos com 241pb e 189pb, enquanto que para as
positivas homozigotas observa-se uma banda com 460 pb e para as heterozigotas, as trés

bandas sdo observadas, como esperado.
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Figura 7 — Padronizagdo in house da pesquisa de JAK2 V617F por RFLP-PCR: Amplificagdo de JAK2 por PCR: linhas
1 a 18: amostras de pacientes com doengas mieloproliferativas previamente analisados para a presenca da
mutagdo JAK2 V617F através do kit comercial utilizados como controle para a validagdo do método RFLP-PCR; linha
19: branco; linha 20: marcador de 50 pb.
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Figura 8 - Padronizagdo in house da pesquisa de JAK2 V617F por RFLP-PCR: Digestdo por Bsa XI: linhas 1 a 7:
padrdo de digestdao observado em amostras negativas para a mutagao, com fragmentos de 241 e 189 pb resultantes
da digestdo do alelo selvagem; linhas 8 a 14: amostras heterozigotas (oberserve a presenga das trés bandas); linhas
15 a 17: controles positivos homozigotos para a mutagdo no alelo JAK2 V617F com fragmento de 460bp. linha 18:
amostra ndao amplificada; linha 19: branco; linha 20: marcador de 50 pb.
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As duas metodologias avaliadas apresentaram resultados satisfatorios, confirmando o
diagndstico previamente estabelecido através do kit comercial. Para a analise dos pacientes
incluidos nesta pesquisa, optou-se por utilizar o método de PCR-RFLP, visto que trata-se de
uma metologia de baixo custo e com boa eficiéncia. No entanto, o PCR em tempo real
qualitativo representa uma opg¢do mais viavel para a implementacdo na rotina laboratorial por
se tratar de um método mais rapido, permitindo a andlise de uma grande quantidade de
amostras em um curto periodo, contribuido assim para a agilizacdo do processamento das
amostras e liberacdo dos resultados. No entanto, novas repeticdes devem ser realizadas e

novos métodos serdo testados antes da implementagdo na rotina laboratorial.

4.4. Resultado da pesquisa da mutacdo JAK2 V617F em pacientes com SMD

Um total de 40 amostras de pacientes com diagnéstico de SMD, SMD/NMP e LMA
com alteragdes mielodisplasicas foram analisadas para a mutacdo JAK2 V617F. Amostras de
pacientes com NMP testadas durante a padronizacdo dos métodos descritos anteriormente
foram utilizadas como controle. Todos os pacientes incluidos nesta pesquisa apresentaram
fragmentos de 241 e 189 pb, resultantes da digestdo do fragmento selvagem, indicando

auséncia da mutacao (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Andlise da mutagdo JAK2 V617F em pacientes com SMD: Amplificagdo de JAK2 por PCR: linhas 1 a 11:
amostras de pacientes com SMD; linha 12: amostra controle de paciente com MPN negativo para a mutagao; linhas
13 e 14: amostra de paciente com MPN com muta¢do em heterozigose, utilizado como controle; linha 15: amostra

de paciente com MPN com mutagdo em homozigose, utilizado como controle; linha 16: branco; linha 20: marcador
de 50 pb.
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Figura 10 - Analise da mutag¢ao JAK2 V617F em pacientes com SMD: Digestao por Bsa Xl: linhas 1 a 11: Todas as
amostras de pacientes avaliadas apresentam somente os fragmentos de 241 e 189 pb, indicando a auséncia da
mutacdo; linha 2: amostra utilizada como controle negativo para a mutacdo, confirmando os resultados observados
nos pacientes; linhas 13 e 14: amostras heterozigotas utilizadas como controle; linha 15: amostra-controle
homozigota; linha 16: branco; linha 17: marcador de 50 pb.

4.5 Resultados da pesquisa de mutacées em CALR

A pesquisa para mutagdes indel no gene CALR foi realizada em 40 amostras de
pacientes com diagnostico para SMD, SMD/NMP e LMA com alterac6es mielodisplésicas.
Amostras controle positivo foram obtidas através da realizagdo de testes com amostras de
pacientes com NMP negativas para JAK2 V617F, grupo em que as mutagdes em CALR

apresentam alta incidéncia. De acordo com a analise por PCR, todas as amostras analisadas
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nesta pesquisa sdo negativas para a mutacdo, apresentando fragmentos com 297 pb (Figura
11).

2970b |

Figura 11 — Andlise da mutagdo no éxon 9 de CALR. Amplificagdo dos alelos de interesse por PCR: linhas de 1 a 11:
pacientes com SMD, todas as amostras apresentaram fragmentos de tamanho normal (297 pb), indicando auséncia da
mutagdo. Linha 12: amostras de pacientes com NMP utilizado como controle negativo para a mutagdo; linha 13 e a 14:
amostras de NMP utilizadas como controle positivo (Tipo-1); linha 15: controle positivo para a mutagdo do Tipo 2; linha 16:
branco; linha 17: marcador de 50 pb. Observe que as amostras 13, 14 e 15 apresentam uma banda inespecifica na altura
de 400 pb. Estas bandas ocorreram somente nestas trés amostras em todos as PCRs realizadas, dessa forma, novas
condigOes de reagdo serdo testadas para estas amostras. Observe também que ndo é possivel distinguir eficientemente os
padrdes de bandas das mutagdes do tipo 1 (delegdo de 52 pb) e do tipo 2 (insergdo de 5 pb) através da visualizagdo no gel,
sendo que a confirmagdo destas amostras foi possivel pela andlise de fragmentos.

Até o presente momento, a confirmagdo da auséncia da mutagéo foi realizada através
da andlise de fragmentos em 15 dos 40 pacientes. Adicionalmente, amostras controles
negativo (n=1), positivo tipo 1 (n=2), positivo tipo 2 (n=1) também foram submetidas a
anélise de fragmento. A analise de fragmento é necessaria para a confirmacdo dos casos
negativos e para a definicdo do tipo de mutacdo para os casos mutados. Todas as amostras
avaliadas através da anélise de fragmento confirmam os resultados obtidos pela PCR (Figuras
12-14). As demais amostras (n=22) serdo submetidas a andlise de fragmento assim que
possivel.
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Figura 12 - Analise do tamanho de fragmentos dos amplicons de CALR em paciente com SMD
negativo para a mutag¢do. Os picos em laranja representam o padrdo interno Gene-Scan 600 LIZ Size
Standart, o pico em azul representa os amplicon de CALR; as setas em preto representam o alelo
selvagem (297pb). O eixo Y do grafico representa a intensidade de fluorescéncia e o eixo X superior, os
pares de base.
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Figura 13 - Analise do tamanho de fragmentos dos amplicons de CALR em amostra controle positiva
(Tipo 1). Os picos em laranja representam o padrdo interno Gene-Scan 600 LIZ Size Standart, os picos
em azul representam os amplicons de CALR; a seta em preto representam o alelo selvagem (297pb) e a
seta vermelhas o alelo mutato (245 pb). O eixo Y do grafico representa a intensidade de fluorescencia e
0 eixo X superior, os pares de base.
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Figura 14 - Andlise do tamanho de fragmentos dos amplicons de CALR em amostra controle
positiva (Tipo 2). Os picos em laranja representam o padrdo interno Gene-Scan 600 LIZ Size Standart,
os picos em azul representam os amplicons de CALR; a seta em preto representam o alelo selvagem
(297pb) e a seta vermelha, o alelo mutato (302 pb). O eixo Y do grafico representa a intensidade de
fluorescencia e o eixo X superior, os pares de base.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

A SMD representa uma das cinco grandes categorias de neoplasias mieloides
(TEFFERI & VARDIMAN, 2009). Esta doenca tem carater clonal e apresenta-se como um
conjunto heterogéneo de desordens hematoldgicas decorrentes de alteracfes na proliferacéo,
diferenciacéo e apoptose, que culminam em um processo hematopoético ineficaz e risco de
progressdo para LMA (LORAND-METZE, 2004; DAS, CHAUDHURI & LAW, 2013). A
doenca origina-se a partir de uma célula-tronco hematopoética que tenha adquirido lesdes
genéticas (WOLL et al.,, 2014). No entanto, outras mutacGes subsequentes e alteracbes
epigenéticas contribuem para as caracteristicas fenotipicas da doenca e para a progressao
clonal da mesma (TEFFERI & VARDIMAN, 2009).

A principal caracteristica da SMD ¢é a presenca de displasia em uma ou mais linhagens
(CAMPO et al., 2011). Dessa forma, a avaliacdo morfoldgica da medula 6ssea é um dos
principais critérios de diagnostico, no entanto, as displasias s&o muito varidveis e a avaliagdo
das mesmas ndo ¢ facilmente reproduzivel. Assim sendo, a identificacdo de correlacfes entre
caracteristicas fenotipicas e o perfil genético podem contribuir significativamente para o
estabelecimento do diagnéstico (MALCOVATI et al., 2014).

Avancos na analise citogenética permitiram a identificacdo de alteracGes
cromossomicas recorrentes em cerca de 50% dos casos de SMD (HAASE et al., 2007). Este
conhecimento permitiu a compreensdo das relagcdes entre anormalidades citogenéticas e as
caracteristicas morfoldégicas em algumas categorias da doenca, contribuindo para a
classificacdo e o diagnéstico (LINDSLEY & EBERT, 2013 b). A SMD del(5q) representa o
primeiro subtipo de SMD reconhecido como uma categoria distinta devido a presenca de uma
anormalidade citogenética (VAN DEN BERGHE, 1974).

A identificacdo de mutacBes representa uma ferramenta potencialmente atil para o
diagnostico de neoplasias mieloides. Porém, em SMD, mutacGes em diversos genes foram
recentemente descritas, ndo existindo uma mutacdo Unica que defina um marcador
diagnostico. Sendo assim, a investigacdo de mutagdes em diversos genes pode ser necessaria
para permitir uma correlacdo entre o gendtipo e o fenotipo da doenca, além de possibilitar a
distincdo do perfil genético de cada entidade diagnostica (MALCOVATI et al., 2014,
CAZZOLA, DELLA PORTA & MALVOVATI, 2014).

As alteracfes moleculares em SMD estdo frequentemente relacionadas com genes que

controlam diversos processos celulares essenciais para a hematopoese, incluindo genes
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envolvidos na transducdo de sinal (FLT3, CSF1R, KIT, BRAF, PTPN11, NRAS/ KRAS, CBL,
JAK2), metilagdo do DNA (DNMT3A, TET2, IDH1/2), na modificacdo de histonas (ASXL1,
EZH2), regulacdo da transcricdo (RUNX1, ETV6, CEBPA, TP53), e splincing do RNA
(SRSF1, SRSF2, U2AF35, U2AF1, ZRSR2, SF3A1, SF3B1) (PAPAEMMANUIL et al, 2013;
LINDSLEY & EBERT, 2013 a). Muitas destas muta¢des também sdo encontradas em outras
neoplasias mieloides, como SMD/NPM, NMP e LMA (PAPAEMMANUIL et al, 2013).

Considerando a importancia de estudos de identificacdo de mutacbes em SMD,
optamos por pesquisar alteracdes moleculares ja estabelecidas como critério diagnostico ou
prognostico para outras neoplasias mieloides, visto que muitas mutagdes sdo compartilhadas.
A pesquisa foi realizada para as mutacfes FLT3 e JAK2, utilizadas no progndstico de LMA e
diagndstico de NPM, respectivamente (DOHNER et al., 2010; CAMPBELL & GREEN,
2006; LEVINE & GILLIAND, 2008). Incluimos também a pesquisa da mutacdo no gene
CALR, recentemente descrita como a segunda alteragdo molecular mais frequente em NMP
negativos para mutacdo JAK2 (KLAMPFL et al, 2013).

O estudo foi inicialmente delineado para a populacdo de pacientes com diagndstico de
SMD, no entanto, ampliamos a pesquisa para casos de doencas relacionadas, como
SMD/NMP LMMC (n=1) e LMA com altera¢cdes mielodisplasicas (n=3). Estas doencas
compartilham alteragdes citogenéticas e lesdes moleculares recorrentes também encontradas
em SMD, além de apresentarem caracteristicas fenotipicas semelhantes, como a presenca de
displasia (TIU et al., 2011). De acordo com a classificacdo da French American British
(FAB) de 1982, estas duas categorias de neoplasias mieloides eram classificadas como SMD
(BENNET et al., 1982). Posteriormente, pela classificacdo da OMS publicada inicialmente em
2001 e atualizada em 2008, estes grupos foram realocados (WEINBERG et al., 2009;
BENNET, 2013; BRUNNING, 2008).

A LMMC apresenta caracteristicas mieloproliferativas e displasicas, dessa forma, a
partir da revisdo realizada pela OMS em 2008, este grupo passou a compor a categoria de
SMD/NMP (BRUNNING, 2008; GREENBERG et al., 2011). Ainda de acordo com a OMS, a
LMA com alteracdes mielodisplasicas, antes classificada como anemia refrataria com excesso
de blastos em transformacdo (AREB-T) pela FAB, compreende os casos de LMA secundaria
a SMD, LMA com displasia em multiplas linhagens e LMA com alteracfes citogeneticas
associadas a SMD (BRUNNING, 2008; GREENBERG et al., 2011, WEINBERG et al.,
2009).

Como esperado, a populagdo incluida em nosso estudo apresentou idade avancada,

com idade mediana de 66 anos (28-85). De acordo com Greenberg e colaboradores, a mediana



51

de idade em pacientes com SMD esta compreendida na faixa de 65 a 70 anos (GREENBERG
et al., 2011). Dentre a populacdo incluida em nossa coorte, cinco (12,5%) dos pacientes
apresentaram idade inferior a 50 anos, sendo que esta baixa incidéncia nesta faixa etaria
também foi encontrada em estudos sobre a etiologia da doenca. Germing e colaboradores
relatam que menos de 10% dos pacientes com SMD encontram-se nesta faixa etéria
(GERMING et al., 2004).

A pesquisa da mutacdo FLT3-ITD demonstrou que todos os pacientes incluidos neste
trabalho séo negativos para esta alteragdo molecular. A mutacdo FLT3-ITD tem sido descrita
com baixa frequéncia em pacientes com SMD e LMMC, com incidéncia inferior a 2% em
ambos os grupos (DAVER et al., 2013). A aquisicdo desta mutagédo tem sido relacionada com
a progressdo da SMD para LMA (SHIH et al, 2004). Em estudo publicado por Pinheiro e
colaboradores, dois dos 50 pacientes analisados em um estudo prospectivo adquiriram a
mutacdo um ano apos o diagndstico e evoluiram para LMA posteriormente (PINHEIRO et al.,
2008).

Em LMA, a frequéncia da mutacdo € alta, ocorrendo em aproximadamente 30% dos
casos (KOTTARIDIS et al., 2001). A identificacdo de FLT3-ITD como a mutacdo mais
frequente em LMA trouxe importantes avangos para a definicdo do progndstico, sendo que
sua presenca indica um progndstico desfavoravel (DOHNER et al., 2010). Ademais, a
compreensdo de que a presenca desta mutacdo esta relacionada a ativacdo constitutiva do
receptor tirosino quinase permitiu o desenvolvimento e utilizacdo de moléculas inibitorias,
capazes de desativar este receptor (FISCHER et al., 2010; KOTTARIDIS et al., 2001).

Mutagbes em JAK2 nédo foram encontradas na populagédo analisada neste trabalho. A
ocorréncia desta alteracdo molecular é rara em pacientes com SMD, estando presente em
menos de 10% dos casos (STEENSMA et al., 2005; JEKARL et al., 2010). Em SMD/NMP e
no subgrupo ARSA-T a incidéncia é maior, estando préxima a 22% e 13%, respectivamente
(JEKARL et al., 2010). Entretanto, nenhum dos nossos pacientes foi classificado como
ARSA-T e apenas um paciente de nossa coorte foi classificado como SMD/NMP LLMC, o
que provavelmente justifica a auséncia da mutacdo JAK2 em nossa coorte.

A mutacdo JAK2 V617F é encontrada predominantemente em NMP BCR/ABL
negativas, sendo utilizada como critério diagnostico neste grupo (KLAMPFL et al., 2013).
Em politemia vera, a incidéncia da mutacéo é superior a 90%, enquanto que em mielofibrose
priméaria e trombocitopenia essencial, 50-60% dos pacientes apresentam o alelo mutado para
JAK2 V617F (CAMPBELL & GREEN, 2006). Este marcador molecular foi descoberto em
2005 (KRALOVICS et al., 2005; LEVINE et al., 2005), contribuindo significativamente para
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o diagndstico de MPN e para o desenvolvimento de inibidores para este alvo terapéutico
(LEVINE & GILLIAND, 2008).

As mutacde indel no gene CALR foram recentemente descritas em cerca de 73% dos
pacientes com NMP, do subgrupo trombocitopenia essencial e mielofibrose primaria,
negativos para as mutagdes JAK2 V617F e MPL (KLAMPFL et al., 2013). Em nosso estudo,
o0s 40 pacientes analisados através da reacdo da PCR apresentaram fragmentos de tamanho
normal, indicando a auséncia da mutacdo. Destes 40 pacientes, 15 tiveram a confirmacdo da
negatividade da mutacdo através da andlise de fragmentos. Os demais casos serdo submetidos
ao sequenciamento para confirmacdo. Estes resultados estdo de acordo com os achados de
Klampfl e coloboradores, que relataram que nenhum dos 73 casos de SMD pesquisados para
CALR apresentaram mutacdes neste gene (KLAMPFL et al., 2013). Estas mutacdes foram
identificadas somente em cerca de 10% dos pacientes com SMD/NMP subgrupo leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC) (KLAMPFL et al., 2013). J& em outro trabalho, publicado
por Nangalia e colaboradores, mutagdes em CALR foram identificadas em 8% dos pacientes
com SMD, nos subgrupos AR, ARSA e AREB. (NANGALIA et al., 2013). Apesar de
nenhum de nossos pacientes terem apresentado mutacdo CARL, a padronizacdo da pesquisa
desta mutacdo é de grande valia, pois auxilia a implementacdo da pesquisa desta mutacdo em
pacientes com NMP de nossa Instituicéo.
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6. CONCLUSAO

Em suma, o presente trabalho demonstrou que mutacdes nos genes FLT3, JAK2 e
CALR sdo raras em pacientes com SMD da nossa Instituicdo. Os 40 pacientes analisados
foram identificados como triplo negativos para as mutagdes de interesse. A realizacdo deste
trabalho representou um passo inicial na identificacdo e selecdo sistematizada dos pacientes
com diagndstico de SMD e doengas relacionadas em seguimento em nossa Instituicdo, e foi
de grande valia para a padronizacdo de métodos moleculares para a investigacdo de mutacao
JAK2 V617F e mutacdo indel no gene CARL com potencial uso na rotina de atendimento aos
pacientes com hipoOtese diagnoéstica de SMD, SMD/NMP, LMA com alteracOes
mielodisplasicas, e NMP. A padronizacdo da investigacdo de outras mutacdes e a ampliacdo
da coorte de pacientes com SMD sdo necessarios para avangarmos nas pesquisas e no

estabelecimento de correlagdes entre o perfil genético e as caracteristicas fenotipicas da SMD.
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Ficha Clinica
Registro de Identificacao:
Data da coleta: Amostra (s):
Data de nascimento:
Idade atual:
Data do diagnostico:
MO ou SP:
Material: () DNA ( )RNA () Células
Concluséao do Diagnostico:
Data da Progressao:
Data da ultima avaliacéo:
Data do 6bito:
Tratamentos prévios:
Protocolo de excluséo:
Ferritina Ferro sério uiBC
Dosagem de &cido folico Vitamina B12
Sorologias: HIV HCV HBV
TGO TGP FALC GGT Bl BD BT
Eletroforese de proteinas séricas TTPA / TP
NA K Ureia Crea
TSH T4 livre
FAN Fator reumatdide
LDH HPN
RX de térax

Ultrassonografia de abdémen



Registro de Identificacéo:

Data da coleta:
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Amostra (s):

Mielograma Biopsia de medula 6ssea
data %blasto %SA L:E ALIP (é‘tcl;plij) Fibrose Celularidade Carittipo
Hemograma
Data Hb Ht VCM Retc Leuc Seg Linfo Mono Blast Plt
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Anexo B - Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeir&o Preto da Universidade de Sao Paulo.

& me= 50

www.hcrp.fmrpusp.br P PO
USP - RIBEIRAD

iR sewee pEAEmS

Ribeirdo Preto, 27 de setembro de 2006

Oficio n® 2753 /2006
CEP/SPC

Prezado Professor,

O Comité de Etica em Pesquisa recebeu carta, onde
Vossa Senhoria encaminha a solicitacdo de criag¢do do banco de
amostras de células de medula ossea ¢ sangue no Laboratério de
Hematologia.

Sobre o assunto, o Comité de Etica em Pesquisa em
sua 234" Reunido Ordinaria realizada em 25.09.2006, analisou a
proposta de criagéio e a enquadrou na categoria: APROVADO, de acordo
com o Processo HCRP n® 8723 /2006.

Atenciosamente,

© Comité de Etica
do HCRP e da FMRP-USP

Coordenad
em Pesq

llustrissimo Senhor
PROF. DR. EDUARDO MAGALHAES REGO
Depto. de Clinica Médica - Laboratorio de Hematologia

~ Comité de Etica em Pesquisa HC e FMRP-USP - Campus Universitario
Fone (16) 3602-2228 - E-mml | copi@herp.fmrp. usp be
Monte Alegre 14048-500 Ribelrlio Pretc SP



