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RESUMO

FILGUEIRAS, Rose Lady Dutra. Doenca Hematoldgica Familiar: Caracteristicas clinicas,
laboratoriais, histéria familiar e a analise dos genes RUNX1 e GATA2. Rio de Janeiro, 2023.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Clinica Médica,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

As Neoplasias Mieloides com predisposi¢cdo germinativa tém a participacao do fator hereditario
na sua fisiopatologia. O tratamento curativo da Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e Sindrome
Mielodisplasica (SMD) de alto risco baseia-se na realizagdo de transplante de medula 6ssea
(TMO) alogénico de doador aparentado. As mutacGes envolvidas nas doengas hematolégicas
familiares (DHF) podem estar presentes em parentes assintomaticos potenciais doadores. E
necessario identificar familias susceptiveis, tratar sindromes clinicas, desenvolver estratégias
de prevencdo e seguimento dos portadores, fornecer aconselhamento genético, caracterizar
marcadores biomoleculares e estabelecer tratamentos especificos. A LMA e a SMD séo
doencas com resultados limitados de sobrevida global. O Brasil € um pais com riscos
epidemioldgicos especificos para a ocorréncia de mielodisplasias e outros tipos de canceres.
Desta maneira, pesquisar a existéncia de DHF em pacientes do SUS no Brasil pode fornecer
dados que otimizem a assisténcia de pacientes e familiares, o seguimento, vigilancia e
prevencdo de agravos. A avaliacdo de mutacGes germinativas contribuird para conhecermos o
padrdo de penetrancia, expressividade e epidemiologia da DHF no Brasil. A agenda de pesquisa
consistiu em identificar familias, genes e variantes que conferem predisposi¢do, data de inicio
de sintomas e caracteristicas clinicas. Existem casos ndo identificados de DHF em dois hospitais
terciarios do SUS. Objetivos: a) detectar DHF em familiares de pacientes atendidos no Instituto
de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira e Hospital Federal da Lagoa b) descrever
caracteristicas de pacientes com critérios de DHF c) avaliar a frequéncia das variantes
patogénicas nos genes RUNX1 e GATA2. Trata-se de um estudo ambidirecional que visa
pesquisar a presenca de variaveis geneticas nos genes RUNX1 e GATA2 em familias com
critérios clinicos de DHF. A selecdo das familias sera feita ao aplicar formularios com
informacdes da histdria familiar aos pacientes do servico de hematologia do HFL e IPPMG.
Construir o heredograma, coletar amostras DNA para sequenciar 0s genes RUNX1, GATA2 e
avaliar mutacdes. Foram selecionadas 22 familias e 23 probandos (incluindo um casal de
gémeos univitelinos) com critérios de DHF. A idade de inicio dos sintomas variou de 4 meses

a 83 anos. A mediana da idade de diagnostico foi de 16 anos. O diagndstico mais frequente dos



probandos foi SMD (52%). Havia perfil hemorragico em 52% dos probandos. Identificou-se
uma VUS no gene RUNX1 em um paciente filho de pais consanguineos ndo descrita nas bases
de dados e as demais variantes foram benignas. Noventa e um porcento dos pacientes
permaneceram Vvivos e houve 2 oObitos durante o periodo de observacdo. Um paciente foi
submetido a TMO alogénico aparentado e permanece vivo. Foram identificadas 22 familias
com critérios de DHF, tornando visivel este aspecto da doenca onco-hematoldgica, o que
suscitou a investigagdo de pacientes com citopenias discretas com o estabelecimento, em alguns

casos, do diagnostico de SMD. Uma familia foi encaminhada para avaliacdo genética.

Palavras-chave: doenca hematologica familiar; mielodisplasia; leucemia aguda; neoplasia
hematoldgica; gene GATA2, gene RUNX1



ABSTRACT

FILGUEIRAS, Rose Lady Dutra. Familial hematologic disorder: Clinical and Laboratory
Characteristics, Family History and Analysis of the RUNX1 and GATA2 Genes. Rio de Janeiro,
2023. Dissertation (Master of Science - Graduate Program in Clinical Medicine) - School of
Medicine, Federal University of Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2023.

Introduction: Hereditary factors play a role in the pathophysiology of myeloid neoplasms with
germline predisposition. Curative treatment of high-risk AML and MDS is based on allogeneic
bone marrow transplant (BMT) from a matched donor. The mutations involved in familial
hematologic disorders (FHD) may be carried by asymptomatic potential donor relatives.
Identification of susceptible families, management of clinical syndromes, development of
preventive and follow-up strategies for carriers, genetic counseling, characterization of
biomolecular markers, and establishment of specific therapies are needed. Rationale: AML and
MDS are diseases with limited results in terms of overall survival. Brazil presents specific
epidemiological risks with regard to occurrence of myelodysplasia and other cancers.
Investigations into the occurrence of FHD in SUS patients will yield data for optimizing patient
and family care, follow-up, monitoring and disease prevention. An assessment of germline
mutations will contribute to our knowledge of FHD-related penetrance patterns, expressivity,
and epidemiology in Brazil. The research program consists of identifying families, genes and
variants that confer predisposition, timing of symptom onset and its clinical features.
Hypothesis: There are unidentified cases of FHD in two SUS tertiary hospitals. Objectives: a)
To detect FHD in family members of patients treated at IPPMG and at HF da Lagoa b) To
describe the characteristics of those patients that meet FHD criteria ¢) To estimate the frequency
of pathogenic variants in the RUNX1 and GATA2 genes. Methodology: Identification of
families having two members and an index patient with hematologic diseases, where one of the
members is an MDS/LMA carrier 1) Application of family history questionnaires to patients of
the Hematology Services at HFL and at IPPMG 2) Drawing a genogram 3) Collection of DNA
samples for RUNX1 and GATA2 gene sequencing and for mutation evaluation. Results: 22
families and 23 probands (including one monozygotic twin pair) meeting FHD criteria were
selected. The age of onset ranged from 4 months to 83 years. The median age at diagnosis was
sixteen years. MDS was the most common diagnosis (at 52%). In 52% of the probands a
bleeding profile was present. One proband, the male offspring of consanguineous parents, was
found to have a VUS in the RUNX1 gene that has not yet been reported in databases. The other

variants were benign. Ninety-one percent of the patients were still alive throughout the follow-



up period while two patients died. One patient underwent matched allogeneic BMT and is alive.
Conclusions: This study identified families meeting FHD criteria and brought this aspect of
onco-hematologic disease to the forefront. It prompted the evaluation of patients with mild
cytopenia who had previously been overlooked, leading to a diagnosis of MDS in some cases

and referral of specific cases for genetic evaluation.

Keywords: familial hematologic disease; myelodysplasia; acute leukemia; hematologic
neoplasm; GATAZ2 gene, RUNX1 gene
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1. INTRODUCAO
A Revisdo da Classificacdo das Neoplasias Mieloides e Leucemia Aguda realizada pela
Organizagdo Mundial de Saude em 2016 adicionou uma nova categoria de Neoplasias

Mieloides com predisposicdo germinativa consolidando a participacéo do fator hereditario na

fisiopatologia das doencas onco-hematoldgicas, ndo apenas na populacdo pediatrica, mas
também em adultos (ver tabela 1 no capitulo de revisédo bibliografica) (ARBER, ORAZI, et al.,
2016).

As sindromes genéticas associadas a tumores solidos como no tumor de mama, ovario e
intestino sdo bem caracterizadas (CHURPEK, ONEL, et al., 2010). A participacdo do fator
hereditario na predisposicdo para algumas doencas hematoldgicas no grupo pediatrico €
estabelecida, como sindromes de faléncia medular (anemia de Fanconi, sindrome de Down,
Schwarchmann-Diamond e disceratose congénita). Porém, sd recentemente a associacdo a
fatores hereditarios foi comprovada para a populacdo de adultos e adultos-jovens, com
observacdes de agregacdo familiar de doencas hematoldgicas (YOKOTE, CHANPRASERT, et
al., 2017)

Os primeiros relatos remontam a 1920, quando foram descritos casos familiares de
Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) sugerindo a existéncia de uma base hereditéaria subjacente
que determinaria a fisiopatologia da doenca (DAMESHEK, 1929). Também foram relatadas
agregacdo familiar para o mieloma multiplo, a sindrome mielodisplasica (SMD), a
macrogobulinemia de Waldenstrom e linfoma linfoplasmacitico (KRISTINSSON,
BJORKHOLM, et al., 2008).

Em 1999, identifica-se pela primeira vez a base genética de uma doenca hematoldgica
familiar: a mutacdo em gene RUNX1 responsavel pela Doenca Plaquetaria Familiar/Leucemia
Mieloide Aguda. A partir de entdo, a deteccdo de mutacBes genéticas em familiares de
portadores de doencas hematoldgicas aumentou (SONG, SULLIVAN, et al., 1999).

No final do seculo XX, a identificacdo tardia de marcadores biomoleculares especificos
relacionados ao diagndstico das doencas hematoldgicas hereditarias em adultos, somados ao
pensamento tradicional - que assumia a existéncia do componente hereditario na fisiopatologia
destas doengas apenas em criancas - postergou a identificagdo de familias com susceptibilidade
genética ao desenvolvimento de doencgas hematoldgicas na vida adulta (UNIVERSITY OF
CHICAGO HEMATOPOIETIC MALIGNANCIES CANCER RISK TEAM, 2016).
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Apesar da ampliacdo do conhecimento acerca das doencas hematoldgicas familiares (DHF),
sua frequéncia ainda ndo foi definida. Em estudo realizado em amostras de pacientes
submetidos a transplante de medula entre 1990 e 2012 no Fred Hutchinson Cancer Research
Center mostrou que 13,6 % dos pacientes portadores de SMD com menos de 45 anos
apresentavam variantes em genes com predisposi¢do germinativa (KEEL, SCOTT, et al.,
2016).

Um fator que dificulta a suspeita da presenca de DHF é que algumas familias néo
apresentam antecedentes mérbidos sugestivos. Isso pode ocorrer devido a uma série de fatores:
os familiares afetados podem ndo ter alcangado a idade para manifestar a doenca, a alteragao
genética de base pode exigir a associacdo de um segundo evento para desencadear a doenca, ou
a presenca de algumas variantes germinativas podem surgir de novo, como se verifica nas
sindromes relacionadas ao TP53, GATA2 e SAMD9 (GONZALEZ, BUZIN, et al., 2009;
MCREYNOLDS, CALVO, et al., 2018; DAVIDSSON, PUSCHMANN, et al., 2018). Nestes
ultimos casos, 0s probandos podem transmitir as variantes germinativas para a progénie, apesar
de as geracOes anteriores ndo portarem essas variantes, além do que inimeras DHF ndo

apresentam penetrancia completa, ndo se manifestando em geraces contiguas.

Outro obstaculo para a identificacdo das DHF é a necessidade de minuciosa coleta de
informac@es clinicas do paciente, dos familiares, com tipo de céncer, idade ao diagndstico,
intercorréncias durante o tratamento, construcdao de heredograma, o que demanda um esforgo
por parte da equipe assistente. Porém, é a partir de uma adequada coleta de histéria clinica e
familiar que se identificam os indicios de DHF. Por exemplo, com respeito ao tipo de cancer,
existem mutacGes em genes tais como TP53, BRCAL e as telomeropatias, que acarretam
tumores solidos bem como neoplasias hematoldgicas. 1sso evidencia que as vias moleculares
desencadeadoras de neoplasias sélidas ndo sdo inerentemente diferentes da leucemogénese. Até
os dias de hoje, na visao tradicional a testagem diagndstica e aconselhamento genético sdo
realizados de acordo com o 6rgdo acometido ndo fornecendo a visdo global que permitiria
interpretar tumores em diferentes 6rgdos e sistemas como fazendo parte de um mesmo processo
fisiopatoldgico (TROTTIER, GODLEY, 2021).

A incorporacdo da categoria provisoria de diagnéstico das doencas hematoldgicas
familiares pela classificagdo da WHO de 2016 e definitivo estabelecimento como entidade
clinica, vinculou-se a definicdo de marcadores biomoleculares especificos. Permitiu

visibilidade a um fenémeno observado, mas até entdo subestimado, implicou na mudanca da
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observagéo clinica, tratamento, vigilancia em longo prazo de portadores e criagdo de estratégias
de acompanhamento dos pacientes portadores de sindromes clinicas.

Desta forma, tornou-se possivel explicar aos pacientes e seus familiares a razdo para o
seu quadro clinico, evitar a realizacdo de procedimentos desnecessarios - como esplenectomia
em pacientes erroneamente diagnosticados com PTI, que sdo portadores de doengas
hematoldgicas que cursam com plaquetopenia — ou a utilizacdo de protocolos mieloablativos
de transplante de medula éssea (TMO) extremamente lesivos nesta populacdo (UNIVERSITY
OF CHICAGO HEMATOPOIETIC MALIGNANCIES CANCER RISK TEAM, 2016).

Mais recentemente surgiu como uma ferramenta diagnostica de grande utilidade, o
sequenciamento génico de nova geracao - do inglés Next generation sequencing (NGS), que
possibilita a identificacdo de novas variantes germinativas; além disso os estudos funcionais
podem auxiliar a determinar a sua patogenicidade. O resultado disso é a descri¢do de nimero
cada vez maior de novas sindromes clinicas relacionadas as muta¢es germinativas que sdo
cruciais para o diagndstico bem como no tratamento (TROTTIER, GODLEY, et al.,2021).

O tratamento curativo das leucemias agudas e SMD de alto risco baseia-se na realizacdo
de TMO alogénico de doador aparentado. As mutac6es envolvidas nas doencgas hematologicas
familiares, muitas vezes com alta penetrancia, podem estar presentes em parentes
assintomaticos que séo potenciais doadores. A utilizacdo inadvertida de individuos portadores
assintométicos como doadores de células tronco apresenta risco pela possibilidade de estar
presente a mesma mutacdo que desencadeou a leucemia no paciente. Quando isso ocorre, 0S
desfechos sdo inadequados, com demora de fixacdo da enxertia, recaida precoce, faléncia de

enxerto e baixa mobilizacdo de células tronco hematopoiéticas (LIEW, OWEN, et al.,2011).

Os portadores assintomaticos com mutacdes predisponentes ao desenvolvimento de
DHF devem ser referenciados para aconselhamento genético, orientando sobre o risco
reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de disfungdo organica e de risco
hematoldgico. Propde-se que o seguimento em longo prazo seja implementado nos pacientes e
familiares com sindrome familiar de predisposi¢cdo & SMD/LMA mesmo sem base molecular
definida. Essa abordagem permitird criar estratégias preventivas baseadas em evidéncias
clinicas (CHURPEK, PYRTEL, et al., 2015).

O estudo das DHF também contribui para compreender a fisiopatologia da
leucemogénese, desde a mutacdo fundadora até os eventos subsequentes que desencadeiam a

leucemia, as vias geneéticas e moleculares relacionadas a progressdo da doenca, pois mutagdes
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em genes implicados no desenvolvimento das doengas familiares com predisposicdo a
malignidade, como por exemplo GATA2, RUNX1 e CEBPA, estdo presentes na doenca
esporadica (WEST, GODLEY, et al., 2014).

Por estas razdes, o presente estudo se prop6s a identificar casos de DHF, descrever suas
caracteristicas clinicas, laboratoriais, heredogramas e a analise dos genes RUNX1 e GATA2.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. SINDROMES MIELODISPLASICAS:

A SMD ¢ uma doenca hematoldgica clonal caracterizada por hematopoese ineficaz,

citopenias e alto risco de transformacao leucémica (ARBER, ORAZI, et al., 2016).

A SMD primaria acomete principalmente a populagéo idosa, com idade média de 70 anos
e a fisiopatologia abrange muta¢des na maquinaria genética que prejudicam o funcionamento
das proteinas do spliceossoma, de vias de reparo de DNA, da metilacdo do DNA, altera¢éo no
funcionamento da populacéo de células tronco, perda da integridade do complexo telomerase,
desregulacdo das citoquinas inflamatorias, dentre outras (BEJAR, LEVINE, et al.,
2011;HEIBL, STAUDER, et al., 2021).

A partir de observacOes extraidas dos registros de cancer dos Estados Unidos da América,
entre 2001 e 2003 foi possivel identificar taxas de incidéncia de SMD de 3,3 por 100.000
pessoas (ROLLISON, HOWLADER, etal., 2008). As analises de registros de SMD entre 2007-
2011 mostraram aumento da incidéncia para 4,9 por 100.000 provavelmente em funcdo do
crescente interesse do estudo sobre a doenca. Essas taxas tendem a aumentar com a idade, sendo

7,14 em pacientes com 60 anos e 35,49 em pacientes com mais de 80 anos (COGLE, 2015).

A SMD secundaria observada na populacdo pediatrica e adultos jovens vincula-se sobretudo
a exposicdo a agentes citotoxicos (quimioterapicos ou ambientais), as sindromes de faléncia
medular, aplasias congénitas e sindromes hereditarias com alta predisposicdo ao cancer. Nos
ultimos anos ganharam importancia as sindromes familiares de predisposi¢cdo a SMD/LMA
(LOPES, 2006; BABUSHOK, BESSLER, et al.,2015).

2.2. SINDROMES MIELODISPLASICAS HEREDITARIAS

Dentre os pacientes com doencas hematoldgicas encaminhados para testagem genética,
estima-se que 12% a 19% apresentem alguma variante germinativa (DINARDO, ROUTBORT,
etal., 2018).

Com relagdo as sindromes hereditarias com predisposi¢do a SMD/LMA descritas, destacam-se
as seguintes associagdes com mutacOes germinativas: LMA familiar associada & mutagdo em
CEBPA, SMD/LMA associada a mutacdo em DDX41, FPD/LMA associada a mutacdo em
RUNX1, SMD/LMA associada a mutacdo em ANKRD6 e a doenca do encurtamento dos

telomeros. (KHOURY, 2022). Quando se verifica a agregacao de casos familiares, os pacientes
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afetados podem se apresentar com sindrome mielodisplésica ou haver a associagdo de um
espectro clinico que esta detalhado a seguir no Quadro 1 (KHOURY, SOLARY, et al., 2022).

Quadro 1 — Subtipos de Neoplasias Mieloides associadas com predisposi¢éo germinativa

Neoplasias mieloides com predisposi¢cdo germinativa sem desordem plaquetaria ou
disfuncdo organica pré-existente

LMA com mutagdo germinativa de CEBPA P/LP (CEBPA-associado com LMA familiar)

Variante germinativa DDX41 P/PL
Variante germinativa TP53 P/PL (Sindrome de Li Fraumeni)

Neoplasias mieloides com predisposi¢cdo germinativa e desordem plaquetaria pré-
existente

Variante germinativa de RUNX1 P/LP (desordem plaquetéria familiar com malignidade
mieloide associada, FPD-MM)

Variante germinativa de ANKRD26 P/LP (Trombocitopenia tipo 2)

Variante germinativa de ETV6P/LP (Trombocitopenia tipo 5)

Neoplasias mieloides com predisposi¢ao germinativa e potencial de disfuncéo orgénica
Variante germinativa de GATA2 P/LP (Deficiéncia de GATA?2)

Sindromes de faléncia medular

. Neutropenia congénita grave

. Sindrome de Shwachman-Diamond (SSD)

. Anemia de Fanconi (FA)

Desordens da biologia de teldmeros

RASopatias (Neurofibromatose tipo 1, sindrome CBL, sindrome de Noonan ou desordens

sindrome Noonan-like)
Sindrome de Down
Variante Germinativa SAMD9 P/LP (Sindrome MIRAGE)

Variante Germinativa SAMDIOL P/LP (Sindrome Ataxia Pancitopenia relacionada a
SAMDOIL)

Variante germinativa bialélica BLM P/LP (Sindrome de Bloom)

Fonte: Adaptado de KHOURY, SOLARY, et al., 2022.
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2.3. DESCRICAO DOS SUBTIPOS DAS NEOPLASIAS MIELOIDES COM
PREDISPOSICAO GERMINATIVA

A LMA familiar com mutacdo germinativa em CEBPA é uma condicdo autossémica
dominante com penetrancia quase completa, que ocorre em criancas ou adultos. Nao ha nada
na historia clinica, exame fisico ou laboratorial que alerte para o desenvolvimento da doenca,
seja um componente displasico ou citopenias prévias (TAWANA, WANG, et al., 2015). Como
a mutacdo germinativa de CEBPA tem alta penetrancia, é fundamental rastrear a familia para a
deteccdo de portadores assintomaticos com risco de desenvolvimento de leucemia aguda
(WEST, GODLEY, et al., 2014). A LMA esporadica com mutacdo em CEBPA e sua correlata
familiar com mutacdo germinativa tem caracteristicas semelhantes: os pacientes alcancam a
inducdo de remissdo com o protocolo “7+3” e tem bom prognostico; este protocolo consiste em
sete dias de infusdo de citarabina e trés dias de daunorrubicina. Quando a mutacéo € bialélica
tem como caracteristicas a citogenética normal, presenca de bastonetes de Auer e o tipo
predominante é o FAB M1-M2 (OWEN, BARNETT, et al., 2008).

O gene DDX41 codifica 0 Dead-box-RNA-helicase que participa da hematopoiese normal
e desenvolvimento da resposta imune inata. A mutacdo germinativa de DDX41 esté associada
a doencas hematoldgicas familiares bem como Doenca de Hodgkin, Leucemia Mieloide
Cronica, Linfoma N&o Hodgkin e SMD/LMA (LEWINSOHN, BROWN, et al., 2016).

Os pacientes apresentam inicialmente fase mielodisplasica, com citopenias, medula
hipocelular, anormalidades nos precursores eritroides, cariétipo normal e desenvolvem LMA-
M6. A mutacdo em DDX41 predispGe a doengas hematoldgicas e doengas autoimunes, o que
indica a intersecdo de mecanismos comuns na fisiopatologia da LMA e da funcdo imune
(LEWINSOHN, BROWN, et al., 2016).

O gene RUNX1 codifica fator de transcrigdo que participa da regulacdo da hematopoiese
normal. A mutacdo em RUNX1 induz o desenvolvimento de doenca plaquetaria familiar com
propensdo a malignidade mieloide. Trata-se de sindrome rara, com heranca autossdmica
dominante, em que pode haver trombocitopenia ou contagem plaquetaria normal e ocorre 0
fendmeno da antecipacdo. A incidéncia de FPD/LMA em familias com esta mutacéo é de 40%
(CHURPEK, ONEL, et al.,2010).
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As mutaces no gene ANKRD26 acarretam trombocitopenia tipo 2 (T2) (PIPPUCCI,
SAVOIA, et al., 2011). E uma doenca autossomica dominante, com niveis elevados de
hemoglobina, sangramentos espontaneos e elevada incidéncia de LMA. A T2 é uma forma
comum de trombocitopenia, ndo ha macrocitose no sangue periférico, a medula 6ssea apresenta
dismegacariocitopoiese, a agregacao plaquetaria é normal in vitro (NORIS, PERROTTA, et al.,
2011).

A funcéo do gene ETV6 relaciona-se a maturacdo da linhagem megacariocitica e suporte
para a sobrevivéncia das células tronco A mutacdo em ETV6 predispbe a trombocitopenia leve
a moderada, LMA, LLA, tumor de c6lon e doencas autoimunes. Pacientes com ETV6 mutado
devem ser seguidos em longo prazo pelo risco de desenvolvimento de doencas

mieloproliferativas, linfoproliferativas e tumores solidos (SONGDEJ, RAO, et al.,2017).

O gene GATA 2 participa de processos de diferenciagdo eritroide e ha indicios que seja o
responsavel por manter estavel o pool de células tronco hematopoiéticas. As mutagdes
germinativas de GATAZ estdo associadas a amplo espectro clinico de neoplasias mieloides e de
deficiéncia do sistema autoimune: Sindrome Monomac, deficiéncia linfoide, de células
dendriticas e mondcitos, Sindrome de Emberger, neutropenia pediatrica e SMD/LMA familiar.
A idade de inicio dos sintomas varia de 10-48 anos, sendo que nas apresentacdes sindrémicas
pode ocorrer em idade mais precoce. A leucemia associada a mutacdo germinativa de GATA2
tem mau prognostico, sendo indicada a realizacdo de TMO alogénico (MIR,
KOCHUPARAMBIL, et al., 2015)

Telébmeros sdo porcbes terminais ndo codificantes dos cromossomos, responsaveis pela
manutencdo das extremidades, essenciais para manutencdo da integridade dos cromossomas.
As telomerases sdo enzimas responsaveis por manter constante o tamanho dos telémeros
impedindo que diminuam nas sucessivas divisfes celulares. As telomerases consistem em um
complexo de RNApolimerases, e as principais sdo TERC e TERT. A mutacdo em TERC e
TERT acarretam a diminuicdo dos telémeros e consiste no elemento central da fisiopatologia
desta SMD/LMA familiar. Trata-se de condicdo de heranca autossomica dominante, sem
achados patognoménicos no exame fisico, que se inicia com alteracGes displésicas e pode
apresentar o fendbmeno da antecipacdo, i.e., 0 desenvolvimento mais precoce da doenga em
familiares das geracdes recentes. O reconhecimento da antecipacdo nas doengas associadas ao
encurtamento dos teldmeros tem impacto na vigilancia a longo prazo dos individuos portadores
de mutacéo (LIEW, OWEN, et al. 2011; KIRWAN, DOKAL, et al., 2009).
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A Neutropenia Congénita Grave desenvolve-se a partir de mutacdo no gene ELANE
responsavel pela sintese da elastase do neutrofilo. Leva a parada maturativa da linhagem
mieloide em estagio de promieldcito. Trata-se de sindrome autossdmica dominante que ocorre
em criangas ou adultos jovens que apresentam neutropenia ndo-ciclica, infecgdes bacterianas
de repeticdo e lesbes aftosas recorrentes. Ha risco de 21-40% de evolugdo para SMD/LMA em
10 anos a partir de estabelecido o diagnéstico (BABUSHOK, BESSLER, et al., 2015).

A Anemia de Diamond-Blackfan € uma ribossomopatia e define-se pela faléncia medular
acompanhada por anomalias cardiacas, geniturinarias, esqueléticas, de ossos da face, anemia
macrocitica, aplasia eritroide, elevado risco de céncer, mielodisplasia e leucemia aguda.
Aproximadamente 45% dos casos sdo de origem familiar, com 25% dos pacientes apresentando
mutacdo no gene RPS19. Apresenta heranca autossomica dominante com incidéncia de 5-
10:1000.000 individuos.

A Anemia de Fanconi corresponde a uma sindrome de faléncia medular de heranca
autossdmica recessiva que ocorre em 1:100.000 individuos. Os afetados podem apresentar
anormalidades esqueléticas do réadio e polegar, aumenta a chance de desenvolvimento de
tumores sélidos, faléncia ovariana precoce, doengas endocrinoldgicas, manchas café com leite
e baixa estatura. Apesar de ser diagnosticada predominantemente na infancia, ha pacientes
adultos que ndo apresentam malformaces, 0 que resulta em diagnostico tardio. Nos pacientes
com diagnéstico tardio, a sindrome de faléncia medular é a manifestacdo mais comum na
abertura do quadro. A Anemia de Fanconi agrega risco de 50% ao desenvolvimento de SMD e

LMA e 75% dos pacientes aos 50 anos podem apresentar algum tumor sélido

A trombocitopenia amegacariocitica é sindrome de faléncia medular rara, autossémica
recessiva, causada por mutacéo do gene codificador do receptor da trombopoietina: 0 C-MPL.
Acomete criancas com menos de 1 ano, que apresentam trombocitopenia grave, na auséncia de
anormalidades congénitas fenotipicas definidoras ou que antecipem o diagndstico.
Progressivamente, hé a exaustdo da populacéo de celulas tronco, alteracGes mielodisplésicas e

pode desenvolver leucemia aguda

A Sindrome de Shwachman-Diamond é doenca de heranga autossémica recessiva, com
incidéncia 1:70000-200000 individuos e ocorre devido a mutacdo no gene SBDS, acarreta
distdrbios cognitivos, alteracfes 0sseas, insuficiéncia pancreatica exdcrina e pancitopenia. Ha
casos que ocorrem em adultos jovens o0s quais sdo diagnosticados inicialmente com

mielodisplasia hipoplasica e leucemia aguda.
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A Disceratose Congénita compreende um espectro das telomeropatias, que é o resultado de
mutacgdes que podem ocorrer em pelo menos um dos 11 genes diferentes envolvidos (SAVAGE,
NIEWISCH, et al.,2009). A heranca pode ser autossdmica dominante, autossémica recessiva
ou ligada ao X. A incidéncia é de 1 por milh&o e acomete predominantemente o sexo masculino.
Faz parte da triade classica: leucoplaquia, anormalidades ungueais e pigmentacdo andmala de
pele. Alem disso, ha retardo de crescimento intrauterino, microcefalia, hipoplasia cerebelar,
atraso no crescimento, dificuldade de desenvolvimento cognitivo, aplasia de medula e
imunodeficiéncia. Ha casos de apresentacdo na idade adulta em que estdo presentes fibrose
pulmonar, alteracGes cutaneas e pancitopenia. O risco cumulativo de desenvolvimento de SMD
alcanca 33% aos 40 anos de idade (BABUSHOK, BESSLER, et al., 2015).

A sindrome de Noonan caracteriza-se por facies caracteristica, defeitos cardiacos
congénitos, formato anémalo de térax e pescoco alado. Naqueles que apresentam a variante
patogénica germinativa do gene PTPN11 h& tendéncia a Leucemia Mielomonocitica Juvenil
(LMMJ) e leucemia (ALLANSON, 2016).

A sindrome Noonan-like com ou sem LMMJ juvenil é causada por muta¢es germinativas
no gene CBL, um importante supressor tumoral. Provoca déficit de aprendizado, alteracdes
morfoldgicas cardiacas, baixa estatura, malformagces musculares e esqueléticas, manchas café
com leite e predisposi¢do a doencas mieloproliferativas (MARTINELLI, DE LUCA, et al.,
2010).

A neoplasia mieloide associada a Sindrome de Down (SD) caracteriza-se por proliferacdo
mieloide clonal transitéria de megacarioblastos. Ocorre em aproximadamente 4-10% dos
neonatos com SD ou em pacientes portadores de mosaicismo T21 e todos apresentam mutagdes
no gene GATAL. A maioria dos neonatos terdo remissao espontanea permanente, porém 20-
30% dos pacientes evoluirdo para LMA em 5 anos. Durante este periodo serdo adquiridos novos
eventos genéticos/epigenéticos que desencadeardo a leucemogénese (ROY, ROBERTS, et al.,
2012).

O gene SRP72 codifica um complexo proteico que sinaliza proteinas recém-fabricadas e as
direciona para o reticulo endoplasmatico. Kirwan et al, (2012) identificaram mutagdes em
heterozigose em SRP72 em familia com membros que apresentavam anemia aplastica,
mielodisplasia e associados a surdez congénita. A mutacdo em SRP72 impede a movimentacao
adequada das proteinas no interior da célula (KIRWAN, WALNE, et al., 2012).
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A mutacdo germinativa de novo em heterozigose no gene SAMD (7q.21) esta associado a
uma sindrome com heranga autossdbmica dominante que apresenta amplo espectro de alteraces
clinicas: endocrinopatias (hipoplasia adrenal, hipogonadismo), cardiovasculares, abdominais
(diarreia cronica, enteropatias), hematoldgicas (mielodisplasia, citopenias de diversos graus,
aplasia de medula), tendéncia a infeccdes (bacterianas, fungicas e virais) manifestaces pré-
natais (parto pré-termo e retardo do crescimento intra-uterino) tendo em comum mutagdes que
conferem ganho de funcao da proteina (NARUMI, AMANDO, et al., 2016).

A sindrome ataxia-pancitopenia é decorrente de mutacdes heterozigotas missense do gene
SAMDOL (79.21) que atua como supressor tumoral e impede proliferacédo celular. Tem heranca
autossbmica dominante com penetrancia variavel. Acarreta alteracdes hematologicas
(mielodisplasia, citopenias, risco aumentado de LMA) e neuroldgicas (atrofia cerebelar, ataxia,
nistagmo, disartria, dismetria, alteracbes de marcha). A perda do cromossomo 7 induziu o
desenvolvimento de mielodisplasia. Em alguns pacientes a presenca de mosaicismo pode
reverter o quadro hematologico e minimizar o quadro clinico (TESI, DAVIDSSON, et al.,
2017).

A Sindrome de Bloom é condicdo causada por mutacdo em homozigose no gene BLM que
codifica a DNA-helicase RECQL3, localizado no cromossomo 15g26. Apresenta heranca
autossdmica recessiva. A funcdo da proteina normal é manter a integridade e estabilidade
genbmica. As proteinas anormais promovem alta taxa de recombinacdo, mutacGes e
instabilidade, sendo patognomdnico o aumento de troca entre cromatides irmas. A frequéncia
de mutacBes germintiva é elevada em judeus asquenaze da Polbnia. E os principais achados
clinicos sdo a presenca de lesGes cutaneas (rash solar, manchas café com leite, méaculas
hipopigmentadas), resisténcia insulinica, imunodeficiéncia, tendéncia a infecgdes oportunistas,
restricdo de crescimento intrauterino, infertilidade masculina, menopausa precoce, ma
formacédo cardiaca, dificuldade de alimentacdo, dismorfia facial e déficit cognitivo. Ha risco
aumentado de mielodisplasia, linfoma, leucemia, cancer de mama, coélon, pele e
hipersensibilidade a quimioterapia (POPPE, VAN LIMBERGEN, et al., 2001).

A Sindrome de Nijmegen € provocada por mutacdo do gene NBS1 localizado no
cromossomo 8q21. Apresenta padrdo de heranga autossdmica recessiva. O gene NBS1 codifica
a proteina nibrina que participa do complexo de reparo de DNA que ao sofrer mutacdo promove
instabilidade cromossomial espontanea e rearranjos especialmente no cromossomo 7 e 14. O
qguadro clinico caracteriza-se por imunodeficiéncia, dismorfia facial, microcefalia,

hipersensibilidade a radiacdo ionizante e agentes alquilantes, déficit cognitivo, alteracdes
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abdominais e menopausa precoce. HA& predisposicdo para desenvolverem doengas
hematoldgicas sobretudo LNH, Linfoma de Hodgkin, LLA, LMA, Linfoma de Burkitt, aplasia
de medula, além de tumores solidos em idade precoce como sarcomas e tumores cerebrais
(CHRZANOWSKA, GREGOREK, et al., 2012). Apresenta distribuicdo mundial e foram
identificados pacientes na Nova Zelandia, América do Norte e do Sul, mas sobretudo em paises
eslavos, Europa Central e do Leste, Republica Tcheca, Russia e Ucrania. Tradicionalmente, 0s
protocolos de tratamento quimioterapico em doencas genéticas com instabilidade cromossomial
implicam na diminuicdo das doses de farmacos ou mesmo omitir medicacGes para tentar
minimizar a toxicidade. Na Sindrome de Nijmegen tem se mostrado possivel administracdo de
doses de medicagdes anticancer proximas das doses tradicionais no tratamento
((DEMBOWSKA-BAGINSKA, PEREK, et al., 2009). O transplante de medula 0ssea em
portadores de sindrome de Nijmegen com linfoma recaido apresenta-se como opcéo possivel
de tratamento (ALBERT, GENNERY, et al., 2010).

A sindrome de Werner deve-se a mutacdo em homozigose de gene WRN localizado no
cromossomo 8pll-12. Apresenta padrdo de heranca autossémica recessiva. O gene WRN
codifica proteina RecQ helicase que participa de mecanismos de reparo de DNA, manutencao
da integridade, estabilidade dos telémeros, protecdo contra o stress oxidativo de células com
baixo indice replicativo (CRABBE, JAUCH, et al., 2007). O funcionamento anormal da
proteina helicase promove a instabilidade gendmica e torna o telémero susceptivel ao
encurtamento. Os pacientes evoluem a partir da primeira década de vida com sinais de
envelhecimento precoce, embranquecimento e/ou queda de cabelos, alteracGes dermatoldgicas
escleroderma-like, catarata bilateral, arteriosclerose, osteosclerose de méos, hipogonadismo e
diabetes. A sindrome de Werner esta associada ao desenvolvimento de amplo espectro de
neoplasias, dentre as quais 16,1% correspondem a neoplasias de tireoide, 10,1 % a sarcoma de
partes moles, 9,3% a neoplasias hematolégicas (LMA M1-M5, M6-M7, mielodisplasia,
mielofibrose, leucemia T, plasmocitoma), 13,3% a melanoma, 10,9% a meningioma e 7,7% a
osteossarcoma (LAUPER, KRAUSE, et al., 2013). A prevaléncia da sindrome de Werner pode
variar a depender da presenca de cossanguinidade na populacdo analisada. Na Sardenha a
frequéncia estimada é de 1:50.000 pela presenca de mutacédo fundadora e na populacgéo japonesa
a frequéncia é de 1:20.000 a 1:40.000 (YOKOTE, CHANPRASERT, et al., 2017).
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AD: autossdmico dominante, LX: Ligado ao X, AR: autossémico recessivo: NMPC: neoplasia mieloproliferativa erdnica

(Adaptado de SILVA, 2019)
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2.4. A SMD/LMA FAMILIAR NO BRASIL

O Brasil tem participado do esforco mundial para definir sindromes clinicas e as variantes
genéticas que participam da fisiopatologia das DHF. Silva (2019) avalisou 322 pacientes no
ambulatério de citopenias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo, e identificou 30 pacientes (9,3%) que apresentavam quadro sugestivo de doenga
hematoldgica familiar. Foram analisados 17 pacientes e 24 familiares de primeiro e segundo
graus de 14 familias. Em 7 familias foram identificados genes relacionados com o fenétipo de
DHF. Havia 2 casos com mutagdo de RUNX1 e do gene ANKD26 em um caso, 3 casos de
mutacao do gene GATA2 e 1 caso compativel com sindrome de dele¢do 22q. A autora constatou
que 83% (cinco de seis pacientes) dos pacientes apresentaram evolucdo clonal molecular.
Enquanto foi verificada evolucédo clonal citogenética em 4 pacientes (um com mutacdo do gene
ANKD26 e plaquetopenia e 3 com provavel sindrome de deficiéncia de GATA2 (BABUSHOK,
BESSLER, 2015; SILVA, 2019).

Bueno (2023) analisou variaveis preditoras para diagnostico baseadas em estudo descritivo
clinico, morfoldgico, histopatoldgico, imunofenotipico e citogenético de pacientes com
suspeita de sindrome mielodisplasica no Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Este estudo encontrou 15% de casos (13/84) com

critérios para neoplasia miel6ide germinativa (BUENO, 2023).

2.4.1. Principais genes afetados por alteracdes germinativas ligadas a DHF: enfoque
em GATA2 E RUNX1

Os principais genes que classicamente participam da fisiopatologia das DHF sdo CEBPA,
DDX41, TP53, RUNX1, ANKD26, ETV6, GATA2, e mais recentemente associados SAMD9 e
SAMDOL. Os genes que serdo analisados do ponto de vista mutacional serdo GATA2 e RUNX1,
descritos de forma mais aprofundada abaixo (BABUSHOK, BESSLER, 2015).

24.1.1. 0O gene GATA?

O gene GATAZ localiza-se no cromossomo 3g21 codifica um fator de transcricdo que
se apresenta sob a forma de dois zinc finger (ZF). A funcdo do primeiro ZF € participar da
interacdo da proteina com a regido promotora de genes-alvo, enquanto o segundo ZF realiza
uma complexa transcri¢cdo proteica apoiada em outros fatores de transcricdo como RUNXI,
FLI1, SPI1, LMO, TAL1 e CEBPA (HIRABAYASHI, WLODARSKI, et al., 2017;
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OSTERGAARD, SIMPSON, et al., 2011; MCREYNOLDS, CALVO, et al., 2018,
MCREYNOLDS, YANG, et al., 2019.

O gene GATAZ2 atua na geracdo, desenvolvimento, proliferacéo e sobrevivéncia das stem
cells. Na vida embrionaria realiza a transi¢do do endotélio hemogénico para stem cells. O gene
GATA?2 regula vaérios fatores de transcricdo que orientardo o destino dos precursores
hematopoiéticos para a definitiva diferenciacdo celular (HIRABAYASHI, WLODARSKI, et
al., 2017; MIR, KOCHUPARAMBIL, et al., 2015).

As cobaias knockout homozigotas para GATA2 morrem de anemia na vida embrionaria
enguanto cobaias com knockout em heterozigose tem menor nimero de stem cells, e estas
apresentam baixa capacidade de multiplicacdo, além de menor numero de progenitores
granuldcitos-macrofagos, mondcitos, linfécitos T e B. Assim, a deficiéncia de GATA2 reduz
qualitativa e quantitativamente a populacéo de células tronco ao nascimento, que apresentara
menor tolerdncia as agressdes infecciosas, tornando 0s progenitores susceptiveis a
hematopoiese clonal, mielodisplasia e ao processo de transformacdo leucémica (HSU,
MCREYNOLDS, et al., 2015).

GATAZ2 participa no desenvolvimento de varios sistemas e 6rgdos como pulmonar,
hematopoiético e vascular. Assim, a mutacdo em heterozigose promove o desenvolvimento de
fendtipos diferentes em criancgas e adultos cujo denominador comum € a imunodeficiéncia e
elevado risco para SMD e progressédo para leucemia aguda. A mutacdo de GATA2 obedece ao
padrdo autossdmico dominante de heranca (MCREYNOLDS, YANG, et al., 2019).

Estudos mutacionais identificaram regiGes regulatdrias principais de GATA2: upstream
e intrbnica. As mutacGes de GATAZ sdo: (1) mutacdes truncadas que levam a perda do segundo
ZF, (2) mutacdes missense no segundo ZF, (3) mutacdes que levam a erros ha maquinaria do
splicing de mRNA, (4) mutagdes ndo codificadoras na regido amplificadora transcripcional
+9,5 Kb no intron 4. Esta Ultima atinge regides de ligacdo de fatores de transcricdo e por
consequéncia a diminuicdo da expressdo dos transcritos do alelo mutado. Todas causam
haploinsuficiéncia (WLODARSKI, HIRABAYASHI, et al., 2016).

O espectro fenotipico das mutacdes de GATAZ estdo unificados pelo termo “Sindrome
de deficiéncia de GATA2” que classicamente sdo: (1) Sindrome MonoMAC, (2) Sindrome de
Emberger, (3) Sindrome de Deficiéncia de Células Dendriticas, Monocitopenia, Linfocitopenia
B e NK, (4) SMD/LMA familiar (BRESNICK, JUNG, et al., 2020).
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H& outros fendtipos associados as mutagdes germinativas de GATA2 como neutropenia
cronica, aplasia de medula, Leucemia Mielomonocitica cronica/Leucemia mielomonocitica
Juvenil e SMD pediatrica (MCREYNOLDS, CALVO, et al., 2018).

a) Sindrome Monomac: corresponde a associacao de infeccdo pelo Complexo Mycobacterium
avium e monocitopenia. Pode ocorrer infec¢do pelo papilomavirus humano, infecgdes fingicas
(aspergilose), meningite criptococica, histoplasmose, parasitarias e proteinose alveolar
pulmonar (devido a disfuncdo macrofagica no ambiente pulmonar) (PASQUET,
CHANTELOQOT, 2015).

A mutacdo de GATA2 desencadeia deficiéncia de células NK e linfécitos CD4. Podem
desenvolver SMD/Leucemia aguda, que em 50% dos casos, estdo associados a monossomia do
cromossomo 7 e trissomia do 8. A analise de pedigrees de familias portadoras de Monomac
identificou mutacOes frameshift, delecdes que abrangem os dois ZF, missense no segundo ZF
(BRESNICK, KATSUMURA, et al., 2012).

b) Sindrome de Emberger ocorre devido a mutagdes nonsense e dele¢es de GATA2 na posicao
Arg36lleu e a Cys373Arg que conferem perda de funcdo da proteina como fator
transcripcional. Caracteriza-se pela associacdo de surdez, tendéncia a graves infeccdes virais,
verrugas cutaneas, mielodisplasia/leucemia aguda e linfedema primario (SPINNER,
SANCHEZ, et al., 2014).

c¢) A Sindrome de Deficiéncia de Células Dendriticas, Monocitopenia, Linfocitopenia B e NK
(DCML) caracteriza-se por linfocitopenia, devido a diminui¢do acentuada de células natural
killer, e predisposicéo as infeccGes virais (CRISPINO, HORWITZ, 2017; BIGLEY, HANIFFA,
et al., 2011). As mutacBes que se verificam na DCML sdo frameshift, delecdes que abrangem
os dois ZF porcao C-terminal, mutacdo missense em T354Met e R398W (BIGLEY, HANIFFA,
etal., 2011).

d) SMD/LMA familiar secundaria a haploinsuficiéncia de GATA2 tem forte agregacdo familiar
com mais de uma geracao acometida, compativel com o padrdo autossémico dominante (HSU,
MCREYNOLDS, et al., 2015).

Os pacientes sdo mais jovens que os pacientes com doenca de novo e 0s sintomas iniciais
séo infeccbes virais em 60% dos casos. As mutagdes ocorrem no segundo ZF e sdo do tipo
T354Met e T355del (HSU, MCREYNOLDS, et al., 2015).
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Independentemente do padréo fenotipico, o sangue periférico destes pacientes apresenta
monocitopenia, diminuicdo de linfocitos natural killer, diminuicéo de linfocitos B, aumento da
circulacdo de células CD34+, aumento de ligante sérico de FLT3, o que indica deplecdo do
estoque de stem cell intramedular e progressédo clonal (HSU, MCREYNOLDS, et al., 2015).

Os achados histopatoldgicos na medula Ossea consistem em aumento da trama
reticulina, hipocelularidade global, série mieloide hipogranular, assincronia de maturacao,
diseritropoiese, ponte internuclear, deformidade nuclear, células binucleadas e nucleo
digitiforme. H& dismegacariocitopoiese com a presenca de micromegacariocitos, que podem
ser hipolobulados, hipogranulados e com ndcleos pequenos e separados (WEINBERG, KUO,
etal., 2019; KANAGAL-SHAMANNA, et al., 2021).

A citometria de fluxo revela reducdo da populagdo de células CD34+, inversdao da
relacdo entre linfécitos T (CD3+) TCD4+: TCD8+, atipias nas populagdes de plasmacitos
(CD38+++/CD138+) e auséncia de hematogbnias (células B  progenitoras
(CD19+/CD34+/CD10+/CD20+). Ha diminuicdo de células NK (CD3-/CD56+), de células
dendriticas (HLA-DR++/CD123++), dos mondcitos (CD14+/CD64+) (CRISPINO,
HORWITZ, 2017; KANAGAL-SHAMANNA, 2021).

As anormalidades citogenéticas mais comuns sdo monossomia do cromossoma 7,
trissomia do 8 e trissomia do 21 (KHOURY, SOLARY, et al., 2022).

A associacdo da mutacdo somatica do gene ASXL1 com a mutacdo germinativa do gene
GATA2 prenuncia a transformagéo leucémica (HSU, MCREYNOLDS, et al., 2015). Estudos
funcionais destacam que a mutacdo no gene SETBP1 em pacientes com SMD com ASXL1
mutado concorre para a evolucdo clonal leucémica. As mutacdes somaticas de ASXL1 e
SETBP1 estdo associadas a monossomia do cromossomo 7, sobretudo na populacéo pediatrica
(INOUE, KITAURA, et al., 2015).

Em 1994, Orkin mostrou a participagéo crucial do gene GATA2 para a hematopoiese,
para o destino das células tronco e das populacfes de progenitores hematopoiéticos. (TSAI et
al., 1994). As mutacbes do gene GATA2 predispdem a diferentes tipos de doencas onco-
hematoldgica em pacientes pediatricos e adultos, que podem vir acompanhadas ou ndo de uma
miriade de manifestacfes fenotipicas devido a acdo pleiotréfica do gene (BRESNICK, JUNG,
et al., 2020).
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Atualmente, um dos principais desafios consiste em compreender 0s mecanismos que
levam & variacdo da penetrancia do gene e 0 que motivaria as apresentacfes clinicas t&o
diferentes entre si (BRESNICK, JUNG, et al., 2020).

Especula-se que a associagdo de mutagGes somaticas em genes como RUNX1, ETVS,
SETBP1 a mutacdo germinativa de GATA2 influenciariam na patogenia das sindromes de
haploinsuficiéncia de GATA2. Outra hipotese é que eventos infecciosos e ambientais seriam
disparadores da evolucao leucémica, pois sdo potentes estressores do pool de stem cell, que é
sensivel as agressbes externas quando submetidas a acdo das mutacBes do gene GATA2
(BRESNICK, JUNG, et al., 2020).

Do ponto de vista terapéutico, o transplante de medula dssea alogénico apresenta-se
como a Unica estratégia potencialmente curativa para os portadores de leucemia aguda devido
a mutacdo germinativa do gene GATA2. Porém, estd associado a alto risco de toxicidade
relacionada ao procedimento, elevada mortalidade e maior incidéncia de doenca enxerto versus
hospedeiro (HOFMANN, 2020; PARTA, SHAH, et al., 2018; JORGENSEN, BUECHNER, et
al., 2022).

O gene GATAZ atua em inumeras vias moleculares e a sua mutacdo gera aberraces em
diversos sistemas celulares. O denominador comum entre as diferentes mutaces € o
desequilibrio de uma complexa rede molecular. Os efeitos desta rede molecular atingida pelas
mutacBes de GATA2 necessita ser elucidada para proporcionar uma estratégia terapéutica de
medicina de precisdo eficaz no tratamento dos pacientes e adequada aos diferentes perfis
fenotipicos (BRESNICK, JUNG, et al., 2020).

24.1.2. 0O qgene RUNX1

O gene RUNX1 (Runt-relatedfactorl) codifica um fator de transcricdo que participa da
regulagédo da hematopoiese normal. O gene RUNX1 localiza-se no brago longo do cromossomo
21022.12 e é composto por 9 éxons (NICKELS, SOODALTER, et al., 2013; MEVEL,
DRAPER, et al., 2019).

Os principais dominios funcionais da proteina RUNX1 consistem em uma sequéncia
especifica para ligacdo do DNA, o dominio Runt, e o dominio de transativacdo (localizado na
regido c-terminal) (LIAU, NGOC, et al., 2017; DE BRUIJN, DZIERZAK, et al., 2017). O
dominio Runt ¢ o local onde o DNA se liga ¢ onde o CBFp se acopla para iniciar a transcrigao.

O dominio Runt é o local privilegiado para a ocorréncia de mutac6es em doencas hematologicas
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como a Familial platelet disorder with associated myeloid malignancy (FPD-MM) (OMIM
601399), LMA de novo e leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) (MANGAN, SPECK,
2011). A fungdo do cofator CBFB ¢ aumentar a ligagdo entre RUNX1 e 0 DNA e com isso
manter estavel a conformacéo espacial do complexo RUNX1-DNA.O dominio de transativacao
é o local onde se ligam proteinas de acéo ativadora e inibitoria. Essa regido torna-se entdo,
responsavel pela modulacdo da expressdo do gene RUNX1 (SOOD, KAMIKUBO, et al., 2017).
O gene RUNX1 possui uma regido amplificadora que regula a expressao gendmica no endotélio
hemogénico bem como nas stem cells. A regido amplificadora age em conjunto com outros
fatores de transcricdo como GATA2, PU.1 e TAL/SCL. Esta regido amplificadora, onde varios
fatores de transcri¢do atuam simultaneamente, denomina-se regido super-amplificadora (LIAU,
NGOC, et al., 2017).

A célula tronco hematopoiética se origina na vida embrionaria na regido aorta-gbnada-
mesonefros, saco vitelino, grandes vasos extraembrionarios e placenta. Os estudos funcionais
evidenciam que a integridade do gene RUNX1 € necessaria para que 0S precursores
hematopoiéticos embrionarios realizem a especificacdo das diferentes linhagens das células
tronco. Para que ocorra a transi¢do do endotélio hemogénico embrionério para as células tronco
€ necessaria a participacao do fator de transcricio RUNX1 (LIAKHOVITSKAIA, RYBTSQV,
etal., 2014).

As cobaias knockout com delecdo em homozigose do gene RUNX1 ndo desenvolvem os
progenitores eritroide-mieldide e morrem de anemia grave no D12,5 de vida embrionaria. As
stem cells e os progenitores hematopoiéticos sdo fortemente impactadas na sua
operacionalidade pela perda de funcdo da proteina RUNX1. Elas ndo conseguem realizar a
diferenciacdo granulocitica, ocorrem defeitos na génese dos megacariocitos, dos linfocitos B e
dos linfocitos T. As mutacfes em RUNX1 que causam haploinsuficiéncia ou perda de funcao
na proteina levam ao acimulo de progenitores dos megacariocitos e granulocitos numa situacao
facilitadora ao desenvolvimento de doengas mieloproliferativas. As cobaias com mutacdo em
haploinsuficiéncia no gene RUNX1 apresentam células tronco com alta capacidade replicativa
(MANGAN, SPECK, et al., 2011; DE BRUIJN, DZIERZAK, etal., 2017).

A participacdo do fator de transcricdo RUNX1 é essencial para o desenvolvimento e a
maturacao das células tronco durante a vida embrionaria e encaminhé-las para a diferenciacéo
das diferentes linhagens hematoldgicas. Porém, durante a hematopoese da vida adulta a agéo
de RUNX1 se restringe & maturacdo dos megacaridcitos e dos linfécitos. O gene RUNX1 néo

atua em momentos posteriores na manutencao tardia das células tronco durante a vida adulta.
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O gene RUNX1, mesmo em haploinsuficiéncia, ndo afeta o desenvolvimento das células tronco
hematopoiéticas de longo prazo (YOKOTA, HUO, et al., 2020).

Além de regular o ciclo celular e a diferenciacdo hematopoiética, outra funcdo de
RUNX1é promover a transcrigdo de genes alvos da sintese de ribossomos das stemcells. Estas
mutacBes promovem a redugdo da biossintese de ribossomos, diminuigdo da producédo de r-
RNA e de proteinas codificadas pelo m-RNA. A reducdo da producdo de ribossomos nas
stemcells deficientes de RUNX1 leva a uma menor resposta da via de p53 a baixas taxas
unfoldedprotein e tem como consequéncia a diminuigdo do apoptose (CAI, GAO, et al., 2015;
YOKOTA, HUO, et al., 2020 ; HETZ, 2012).

Estas células tornam-se mais resistentes, por exemplo, a acdo de agentes alquilantes. Estas
caracteristicas permitem que as células tronco haploinsuficientes de RUNX1, desenvolvam
vantagens proliferativas, a terem menor taxa de apoptose e consigam expandir-se na medula
Ossea competindo com as células tronco normais. A célula tronco pode assim manter-se por
mais tempo estavel, formando um clone capaz de acumular-se no microambiente medular ao
longo do tempo (CAI, GAO, et al., 2015).

Fisiologicamente, 0 gene RUNX1 estimula a atividade de p53 quando ha dano ao DNA.
As mutacOes de RUNX1 implicam, ent&o, na desregulacdo das vias de reparo do DNA, controle
e regulacéo do ciclo celular e, em termos finais, na leucemogénese (WU, OZAKI, et al., 2013).

A maioria dos heredogramas de doenca plaquetaria familiar com propensdo a
malignidade mieloide secundaria a mutacdo em RUNX1 apresentam mutac6es em duas posicoes
do gene: (1) no dominio Runt e (2) no dominio de transativacdo (localizado na regido c-

terminal).

As mutacdes em RUNX1 tem efeito de perda de funcdo ou efeito dominante negativo
que levam ao fenétipo FPD/MM (YOKOTA, HUOQ, et al., 2020).

Essas mutacdes sdo duplicagdes, delegdes intragénicas, mutacdes pontuais que resultam
em alteracGes missense, frameshift e nonsense. As mutacdes frameshift e as grandes delecdes
levam a perda da funcdo da proteina. As mutagOes missense e nonsense desencadeiam a

formacéo de proteinas com acdo dominante negativa.

As mutacOes germinativas com perda de funcdo de RUNX1 nas doencgas hematologicas
familiares séo eventos precoces em que ha o desenvolvimento de células-tronco pre-leucémicas

capazes de expandir-se no microambiente medular. Estas células com haploinsuficiéncia de
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RUNX1 angariam propriedades de crescimento, multiplicacdo mais lenta, baixas taxas de
apoptose, resisténcia ao stress oxidativo enddgeno e a quimioterapicos. Este comportamento de
quimioresisténcia € semelhante ao encontrado nas leucemias agudas de novo com o gene
RUNX1 mutado com perda de funcdo ou haploinsuficiéncia (MILL, FISKUS, et al., 2019).

As mutagfes dominantes—negativas sdo as que apresentam maior risco de
desenvolverem neoplasias hematologicas (LATGER-CANNARD, PHILIPPE, et al., 2016)

O mecanismo para a evolucdo da leucemogénese € complexo e no caso da FPD/MM
ndo é suficiente que ocorram mutagdo apenas no gene RUNX1. As mutacdes do gene RUNX1
estdo presentes em inumeras doencas hematologicas de novo, doencas somaticas, leucemias
agudas, leucemias secundarias a quimioterapia/radioterapia, LMMC, LMC, SMD e FPD-MM,
porém estas mutacdes do gene RUNX1 isoladamente ndo desencadeiam leucemia aguda. E
necessario um ambiente medular adequado a instalagdo de stemcells com perfil genémico que
favoreca o desenvolvimento de clones displasicos. Isso ocorre atraves da somacdo de eventos
secundarios, além das mutacdes de RUNX1, como mutacdes somaticas adjuvantes que levam a
transformacédo leucémica (LATGER-CANNARD, PHILIPPE, et al., 2016; MANGAN,
SPECK, et al.,2011).

S&o necessarias mutagdes que afetem o alelo normal de RUNX1 para se dar a evolucéo
clonal e desencadear a leucemogénese (MANGAN, SPECK, et al., 2011)

Além das mutacdes em haploinsuficiéncia de RUNXL1 sdo necessarias outras mutacdes
somaticas para desencadear a evolucdo leucémica. Esses eventos podem ser de diversas
naturezas: (i) através de mutacdes somaticas em inimeros genes (ii) instabilidade genémica
levando a perda de funcdo da cdpia normal através de mutaces somaticas que silenciam o alelo
normal (iii) mutacfes somaticas que desenvolvem variacdo no numero de copias (iv) mutacao
out of frame 8 bp no préprio gene RUNX 1em heterozigose (v) delecdo de 3,5 Mb na regido
21022.11.219.12. (vi) duplicagcdo do RUNX1 mutado com a trissomia do cromossoma 21 (vii)
perda do alelo normal de RUNX1 (BERI-DEXHEIMER, LATGER-CANNARD, et al., 2008)
(SOOD, KAMIKUBO, et al., 2017).

As mutacdes somaticas se processam em genes que atuam como (i) supressores tumorais
(RB1), (ii) fatores modificadores epigenéticos (MLL-PTD, ASXL1, WT1, IDH1, IDH2, TET,
BCOR, DNMT3A, WT1), (iii) maquinaria do splicing (SRSF2, SF342), (iv) proliferacédo celular
e sobrevida (FLT3ITD/TKD, CBL, RASSHP2) e (v) reparo de DNA (TP53)
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(SCHLEGELBERGER, HELLER, 2017; YOKOTA, HUQ, et al., 2020; SOOD, KAMIKUBO,
etal., 2017).

Ja os pacientes que evoluem com LMA com mutacéo bialélica no gene RUNX1 indicam
que houve a aquisi¢do de mutacdo no alelo normal enquanto ja havia mutagcdo germinativa no
segundo alelo (DUPLOYEZ, LEJEUNE, et al., 2016).

A FPD-MM mutacdo em RUNX1 € uma doenca com heranca autossdmica dominante.
Pode cursar com trombocitopenia leve ou moderada em torno de 70.000 — 145.000x 10%/L, no
limite inferior normal ou contagem plaquetaria normal. Ha tendéncia a sangramento espontaneo

como gengivorragia, epistaxe e metrorragia (YOKOTA, HUOQ, et al., 2020).

Existem outras manifestacbes clinicas ndo hematoldgicas como eczema e psoriase.
(DEUITCH, et al., 2021) A presenca de fenotipos mais complexos, com retardo mental e
anomalias cardiacas, se verificam nos casos de grandes delecdes de por¢des do gene RUNX1
(DUPLOYEZ, LEJEUNE, et al., 2016).

O risco de desenvolverem SMD e LMA ao longo da vida é elevado, em torno de 35% a
40%. Sendo que 25% das familias podem cursar com LLA (a mais comum € a LLA-T) e
linfomas. Outras neoplasias associadas & FPD/MM sdo neuroblastoma e linfossarcoma
(YOKOTA, HUO, et al., 2020).

Os pacientes portadores de FPD/MM evoluem com SMD ou LMA em média aos 33
anos (dispersdo: 6-77 anos). Porém, permanece sem resposta qual a mutacéo seria responsavel
por levar ao desenvolvimento de doencas hematoldgicas especificas. Ha também o relato do
fendmeno da antecipacdo (BERI-DEXHEIMER, LATGER-CANNARD, et al., 2008;
CHURPEK, ONEL, 2010; BROWN, ARTS, et al., 2020).

As alteracBes morfoldgicas do sangue periférico de pacientes portadores de FPD-MM
evidenciam trombocitopenia, leucopenia discreta, macrocitose, plaquetas com poucos granulos,
eosinofilia e neutréfilos com segmentacédo anormal (KANAGAL-SHAMANNA, LOGHAVI,
et al., 2017). Na medula 0ssea as alteragdes morfoldgicas dos pacientes portadores de FPD-
MM consistem em celularidade global para a idade aumentada ou diminuida. A linhagem
megacariocitica pode apresentar—se dismarfica, em nimero diminuido ou aumentado, nucleo
hipolobulado e células com citoplasma escasso. Ha sinais de dismegacariocitopoiese,
disetritropoiese e disgranulopoiese (KANAGAL-SHAMANNA, LOGHAVI, et al., 2017;
(KANAGAL-SHAMANNA, et al., 2021).
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Em resumo, pode haver trés padrdes possiveis para a morfologia da medula 6ssea nos
portadores de FPD-MM: (i) morfologia normal (ii) presenca de megacariocitos pequenos com
medula hipocelular, sem configurar SMD (iii) presenca de micro megacariocitos, medula

hipercelular, achados compativeis com SMD e de doengas mieloproliferativas.

A imunofenotipagem dos portadores de FPD-MM apresenta anormalidades semelhantes
as encontradas nas SMDs ou neoplasias de célula tronco. Ha a diminuicdo de CD38, CD13 e
aumento de CD117 e CD123 (que € receptor da IL3, funcionando como marcador de LMA)
(KANAGAL-SHAMANNA, LOGHAVI, et al., 2017).

S&o descritos pacientes portadores de monossomia do cromossoma 5, delecdo 5q e
trissomia do cromossoma 21, trissomia do cromossoma 8 e trissomia do cromossoma 13 (GAO,
GONG, et al., 2019; YOKOTA, HUO, et al., 2020).

Para diagndstico das mutacdes associadas as DHF utilizamos a técnica de Sanger que 1é
fragmentos de aproximadamente 800 pares de base. O método permite sequenciamento com
acurécia, porém € dispendioso e ndo atende as analises em larga escala. Ja a técnica de Next
Gene Sequencing (NGS) permite o sequenciamento simultaneo de longos trechos de DNA em
larga escala, com alta especificidade e de varios trechos do DNA em menor tempo, além disso
permite a avaliacdo de analisando varios genes simultaneamente, porém ainda é um exame de
alto custo (DE LEENEER, DE SCHRIJVER, et al., 2011; GOODWIN, MCPHERSON, et al,
2016; R1ZZO, BUCK, et al., 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

A LA e a SMD séo doencas que apresentam resultados limitados com relacdo a sobrevida
global e prognostico na populagédo adulta. A populacdo pediatrica, ao contrario da populacao
adulta, a LA obtém altos indices de cura. A SMD pediétrica € uma doenca rara, com 30% dos
pacientes revelando sintomas clinicos associados & anemia refrataria (a maioria dos casos
apresentam na forma hipoplasica) e alteracbes citogenéticas sobretudo no cromossomo 7
(GALAVERNA, RUGGERI, et al., 2018; BUENO, 2023).

O tratamento permanece basicamente 0 mesmo ha decadas, exceto para determinadas
condi¢cdes que atualmente tem tratamento alvo especifico (ex: LMA promielocética). A
melhora na sobrevida deveu-se a otimizacdo das medidas de suporte infeccioso, transfusional,
estratificacdo de risco e desenvolvimento de protocolos de TMO com fontes alternativas de
celulas tronco (HOFFBRAND, 2021).

O reconhecimento da participacdo de fatores hereditarios no desenvolvimento de doencas
hematol6gicas mudou o paradigma do entendimento da fisiopatologia da leucemogénese e hoje
é importante campo de investigacdo. A catalogacdo de casos com densa agregacdo familiar
permite individualizar sindromes clinicas e 0s genes envolvidos. Além disso, estudos
demonstram diferencas no padrdo mutacional de um mesmo gene em populacGes distintas,
tornando evidente a participacdo do fator étnico com mutacdes recorrentes ou fundadoras e nas
suas caracteristicas clinicas (FURUTANI, SHIMAMURA, et al., 2017).

O Brasil € um pais multirracial, com caracteristicas socioeconémicas e culturais que
imprimem riscos epidemioldgicos especificos para a ocorréncia de mielodisplasias e outros
tipos de canceres, como a exposicdo da populacdo pediatrica e adulta jovem a pesticidas no
campo (LOPES, 2006).

Pesquisar a existéncia de sindromes de predisposicdo para SMD/LMA familiar em
pacientes do SUS no Brasil fornecera dados relevantes ao corpo clinico que assiste aos pacientes
e seus familiares no que diz respeito ao tratamento, seguimento, metodologia de vigilancia e

prevencéo clinica.

A avaliagdo de mutacbes germinativas contribuird para conhecermos como se da a
penetrancia e expressividade da SMD/LMA com predisposicao hereditaria e a epidemiologia

destas condicdes no pais.
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A agenda de pesquisa neste campo é ampla e deve identificar familias, catalogar genes e as
variantes genéticas, compreender a arquitetura clonal envolvida no desenvolvimento das
doencas hematologicas hereditarias. Com isso sera possivel individualizar sindromes clinicas,
data de inicio de sintomas, alvos terapéuticos para prevenir, tratar e minimizar os efeitos da

doenca instalada.

A identificacdo de pacientes de SMD/LA Familiar no SUS permite realizar vigilancia a
longo prazo atraves da criacdo de estratégias de acompanhamento de pacientes portadores e
familiares sintomaticos/assintomaticos para prevencao de sindromes clinicas associadas. Estes
pacientes e suas familias devem ser referenciados a aconselhamento genético, discussdo de
risco reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de disfuncdo orgéanica e de risco

hematoldgico mesmo na auséncia de base molecular definida.

Além disso, é possivel evitar a realizagdo de tratamentos cirlrgicos desnecessarios
(esplenectomia) em portadores de doencas hematologicas familiares que se apresentam com
plaguetopenia e sdo interpretados inadvertidamente como PTI, bem como prevenir a utilizacao

de protocolos mieloablativos de TMO deletérios nestes pacientes.

Optamos por investigar o perfil mutacional dos genes RUNX1 e GATA2 por serem fatores
transcripcionais com ampla acdo no desenvolvimento de 6rgdos e tecidos como o

hematopoiético, musculo esquelético, neurolégico, cardiaco, osteoarticular e vascular.

Por essas raz0es, este projeto integra a compreensdo dos multiplos aspectos da
fisiopatologia, a avaliacdo clinica com impacto no tratamento e acompanhamento de familias
com DHF. Além disso, prestende-se desenvolver critérios de suspeicdo de pacientes
susceptiveis de serem portadores de DHF que colaborem para que ndo sejam utilizados

individuos portadores assintomaticos de mutacées como doadores de células-tronco.

Questdo da pesquisa:

Como reconhecer casos de DHF no Setor de Hematologia de dois hospitais terciarios da
rede publica do SUS? Qual é sua apresentacdo clinica, laboratorial e seu padrdo mutacional
para os genes RUNX1 e GATA2?
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL:

Detectar e caracterizar a concomitancia (cluster) de doencas hematolégicas (neoplésica ou
ndo) em familiares de pacientes com SMD/LMA, atendidos no IPPMG e HF da Lagoa

sugestivos de predisposicdo hereditaria familiar para SMD/LMA.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Descrever caracteristicas clinicas, laboratoriais de pacientes com SMD/LMA e seus

familiares.

b) Obter informacdes das familias selecionadas sobre a ocorréncia de neoplasias e idade de
Obito para a construcéo de heredogramas de 3 ou mais geragdes.

c) Descrever o perfil mutacional para os genes RUNX1 e GATA2 nos casos de DHF estudados.
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5. MATERIAIS E METODOS

Periodo e locais do estudo: Os participantes da pesquisa foram triados entre os anos de 2019
a 2022 no ambulatério de Hematologia Adulto e Hematologia Pediatrica do Hospital Federal
da Lagoa (HFL) e no Instituto de Pediatria e Puericultura Martagdo Gesteira (IPPMG/UFRJ).

5.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo descritivo, ambidirecional, de uma coorte de pacientes com neoplasias

mieloides com suspeita de predisposicdo germinativa.

5.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes pertencentes a familias com presenca de pelo menos dois membros com doencas
hematoldgicas, SMD ou leucemias agudas, cujo probando tenha sido tratado no IPPMG e
HFL.

Considerou-se como caso suspeito paciente com leucemia aguda ou SMD com parente de

primeiro, segundo ou terceiro grau que apresentem:

1. Alteracdes genéticas ou moleculares, manifestacGes clinicas ou doencas sugestivas de

alteracdo genéticas hereditarias a saber:

a) anormalidades citogenéticas classicas (translocacbes do cromossomo 1q, ganho de 3q,
isocromossomo 7, monossomia 7 isolado; b) mutacBes bialélicas em células de medula 6ssea
em genes associados a sindrome SMD/LMA familiar (RUNX1, GATA2 ou outros que

porventura viessem a ser identificados).

c) mé-formacdes congénitas (ex: defeitos cardiacos congénitos, anormalidades de radio e de
polegar); d) baixa estatura ou achados dismorficos; e) achados mucocutaneos classicos (ex:
manchas café com leite, distrofia ungueal, hipopigmentacdo de pele); f) comorbidades
associadas (ex: fibrose pulmonar, endocrinopatias, faléncia ovariana prematura, linfedema); g)

historia de complicagdes raras e graves de pds-tratamento de radioterapia ou quimioterapia.
2. Alteracdes hematologicas ou manifestacGes clinicas sugestivas de Neoplasias hematoldgicas.

a) citopenias; b) trombocitopenia; ¢) propensdo a sangramento; d) macrocitose; e)
anormalidades ungueais e de polegar; f) pigmentacdo de pele; g) leucoplaquia oral; h) fibrose
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pulmonar; i) doenca hepética inexplicada; j) linfedema; 1) infecgdes atipicas; m) deficiéncias
autoimunes; n) anormalidades congénitas de membros; o) qualquer ma-formacgédo congénita; p)
tumores multiplos, bilaterais ou metacrénomos; q) tumores raros; r) varios individuos afetados
por um mesmo tipo de tumor ou varios parentes de primeiro e segundo grau com cancer
(especialmente sarcoma, cancer de mama com < 50 anos e tumor de cérebro); s) complicacdes

raras e graves de quimioterapia ou radioterapia; t) consanguinidade; u) tromboses.

3. Paciente com doenca hematologica iniciada com < 50 anos com parente de primeiro grau

com qualquer cancer ocorrendo com < 50 anos.

4. Doador aparentado de célula-tronco saudavel (doador para um membro da familia com

doenca hematoldgica que necessite de TMO alogénico) identificado com:

a) trombocitopenia; b) propensdo a sangramento; ¢) macrocitose; d) anormalidades ungueais;
e) pigmentacdo de pele; f) leucoplaquia oral; g) falha em mobilizar células-tronco com
protocolos bem estabelecidos de mobilizagio (CHURPEK, LORENZ, et al., 2013,
BABUSHOK, BESSLER, et al., 2015).

Em caso afirmativo, o participante da pesquisa, seus familiares e responsaveis foram
convidados a assinar o TCLE/TALE e responder o questionério 1 e 2. (Anexo 1e 2). O segundo
questionario (questionario 2) foi adaptado de Churpek e Babushok e contém termos técnicos.
Desta forma, o pesquisador acompanhou o preenchimento deste questionario 2 (CHURPEK,
LORENZ, et al., 2013; BABUSHOK, BESSLER, et al., 2015).

5.3. AAMOSTRA

A amostra deste estudo foi obtida por conveniéncia. Geramos dados iniciais a partir de uma
coorte proveniente de dois hospitais terciarios que atendem pacientes pediatricos e adultos do
SUS. Foram selecionadas 22 familias, como em uma familia ha dois gémeos univitelinos
perfazem 23 sujeitos de pesquisa, de 4 meses a 83 anos de idade. H4 DNA dos probandos e de

familiares que cumpriam os critérios de inclusdo descritos acima.
Os probandos que foram incluidos foram divididos em dois conjuntos: Grupo A e Grupo B.

O grupo A formado por pacientes referenciados aos ambulatérios de hematologia pediatrica
e de adultos para investigar, via de regra, alguma citopenia. As citopenias sdo definidas como:
(i) plaquetas <150.000 10°, (ii) SEG < 1000 L e (iii) HGB < 10 mg/ dL (HGB < 9 mg/dL, em
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casos de probandos com menos de 6 meses. Compreendem casos de SMD, PTI, plaquetopenia
e anemia refrataria, SSD e sindrome de Cohen. Os pacientes foram submetidos a uma extensa
avaliacdo laboratorial que pretendia estabelecer os principais diagnosticos diferenciais das
citopenias (HOFFBRAND, 2021).

O grupo B formado por pacientes referenciados para investigar e tratar neoplasias
hematoldgicastais como linfomas, mieloma multiplo, leucemia aguda e doencas
mieloproliferativas (sindrome hipereosinofilica). Durante o acompanhamento foi identificada a

presenca de familiares portadores de doengas hematoldgicas.

5.4. COLETA DE DADOS DE CLINICOS E LABORATORIAIS DOS FAMILIARES

Foram coletados dados clinicos e laboratoriais de pacientes probandos e seus familiares com
suspeita de neoplasias mieloides com predisposicdo germinativa a partir dos prontuérios,

durante as consultas ambulatoriais e visitas domiciliares.

5.5. METODOS ESTATISTICOS

Para descricdo das varidveis quantitativas, foram calculadas médias (desvio padrdo) e
medianas (intervalo interquartil e dispersdo). As variaveis categoricas foram descritas atraves
de seus percentuais. Para uma analise exploratoria das diferencas encontradas, utilizaremos os
seguintes testes de hipotese: i) teste T student para calculo de significancia estatistica em
variaveis com distribuicdo normal, ii) teste Mann-Whitney para variaveis que ndo atendam aos
requisitos para distribuicdo normal (comparacdo de 2 grupos) ou Kuskal-Wallis (comparacéao
de 3 ou mais grupos) e iii) Teste de exato de Fisher ou x?quadrado para comparaGio entre

variaveis categoricas.

5.6. MATERIAL COLETADO PARA EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Os pacientes foram selecionados durante as consultas ambulatoriais nos hospitais HFL e
IPPMG.

O material biologico foi coletado pela D. Rose Filgueiras durante as consultas regulares nos

ambulatorios de hematologia no HFL e do IPPMG bem como em visita as residéncias dos
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pacientes e familiares. Os pacientes e familiares foram entdo convidados a assinar o
TCLE/TALE. Apos isso, foram coletadas amostras de swab de mucosa jugal e bulbo capilar
dos pacientes selecionados e dos familiares para purificacdo de DNA genémico, para rastreio
de mutacbes nos genes de interesse e armazenamento das células por congelamento em

nitrogénio.

O material obtido foi transportado pela Dra. Rose Filgueiras em caixa refrigerada para a

Divisdo de Genética do CPg- INCAe estocado para a posterior extracao de DNA.

Foram processadas as amostras de swab bucal e o material proveniente do bulbo capilar,
por conter menos material, foi preservado para casos excepcionais em que houvesse pouca

obtencdo ou perda de material.

5.7. COLETA DE MATERIAL PARA EXTRAQAO DE DNA GENOMICO:
Técnica de isolamento de material gendmico a partir de swab de mucosa jugal.

Foi realizado o protocolo para extragdo de DNA a partir de amostras de swab bucal e bulbo
capilar utilizando o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System — Promega, seguindo as

indicacdes do fabricante.
A seqguir sdo descritas as etapas da coleta dos materiais bioldgicos:

1) O swab bucal foi friccionado na mucosa jugal 10 vezes e a ponta foi colocada dentro de um
tubo Falcon contendo 2 ml de PBS e agitado levemente para soltar as células coletadas. Esse
processo foi repetido em trés locais diferentes da mucosa jugal. Esse liquido foi distribuido em

4 microtubos eppendorf de 1,5 ml com 500 L cada.

2) Foram extraidos 4 fios de cabelo com o bulbo e armazenados em microtubos eppendorf de
1,5 ml contendo 1,5 ml de PBS.

3) Os microtubos foram preservados em freezer a -20° C. 4). Os microtubos foram
transportados para a Divisdo de Genética do CPq em caixas de transporte de material biologico
a temperatura de -40° C. 5) Na Divisdo de Genética 0os microtubos foram mantidos a -80° C

para a preservacdo de longo prazo.

A seguir sdo descritas as etapas do protocolo de isolamento:
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1) Retirou-se o tubo com 500p do freezer a -80°C que foi descongelado no gelo. Foi colocada
a extremidade do swab bucal dentro de um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Adicionou-se
400pl de PBS.

2) Foi adicionado 20ul de solucéo Proteinase K e vortexado rapidamente.
3) Adicionou-se 400 p pl de Cell Lysis Buffer (CLD) e vortexado por 10 segundos.

4) Incubou-se a 56° C em banho maria por 30 minutos. 5) Retirou-se do banho maria e

adicionou-se 500 p pl de Binding Buffer (BBA) e vortexado por 10 segundos.
6) Colocou-se uma coluna ReliaPrep™ em um tubo coletor para cada amostra.

7) Adicionou-se o liquido da amostra na coluna. Centrifugou-se em microcentrifuga por um

minuto em velocidade méaxima.

8) Colocou-se a coluna em um tubo coletor novo. Adicionou-se 500 pl de Wash Solution (CWS)
a coluna e centrifugou-se na velocidade méaxima por 2 minutos. Caso a amostra ainda estivesse

visivel no topo da membrana a coluna seria centrifugada mais um minuto.

9) Colocou-se a coluna em um tubo novo. O passo 8 foi repetido duas vezes para um total de 3

lavagens.

10) A coluna foi colocada num tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Adicionou-se 100 ulde

Nuclease Free Water e o tubo foi centrifugado por um minuto a velocidade maxima.
11) Descartou-se a coluna e 0 DNA gendmico eluido foi armazenado a -20° C.

O DNA foi quantificado no espectrofotébmetro Nanodrop. O DNA foi armazenado a -20 C° até

seu uso. Os genes selecionados para analise foram: RUNX1e GATA2.
Técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase

Para a realizacdo deste projeto, foram utilizadas 23 amostras, coletadas com o

consentimento dos pacientes previamente selecionados.

Todas as etapas foram realizadas seguindo os protocolos de ética e biossegurancga, de
acordo com as diretrizes de Boas Praticas Clinicas, mantendo as identidades sob sigilo. As
amostras de DNA sequenciadas e analisadas foram previamente isoladas de material coletado
via swabs orofaringeos ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System — Promega avaliadas

quanto sua pureza, concentracdo e integridade utilizando espectofotdmetro NanoDrop® 1.000
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Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e através de eletroforese em gel
de agarose 0,8% em tamp&o NaOH/Acido Bérico 1x.

Todas as amostras foram armazenadas sob refrigeracédo (-20°C) e foram disponibilizadas

para sequenciamento.
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sequenciamento e identificagdo de variantes:

Regides codificantes dos genes GATA2 e RUNX1 foram selecionadas para amplificacéo
por PCR, sequenciamento convencional (método de Sanger) e, subsequente andlise e busca por
variacdes em regides codificantes. As reacbes foram realizadas nos termocicladores ProFlex
3x32-well PCR system (Applied Biosystems) e Veriti 96 Well (Applied Biosystems) e ocorrem
em 35 ciclos.

Para os genes GATA2 e RUNX1, os iniciadores utilizados estavam previamente descritos
na literatura (Figura: 1, 2) seguindo diferentes perfis padronizados conforme a demanda de cada

regido alvo (Quadro: 2).

O sucesso da PCR foi observado através de eletroforese em gel de agarose 1,5% e 0s
amplicons, purificados (Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit GE-Healthcare)
e submetidos ao sequenciamento na plataforma ABI 3130xI utilizando os mesmaos iniciadores
e 0 conjunto de reagentes BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Os dados obtidos pos sequenciamento foram analisados e editados utilizando o
programa ChromasPro. Para comparacdo e busca de variantes, as sequéncias obtidas foram
alinhadas no programa MEGA e comparadas com referéncias genémicas NG_012022.1;
NG_029334.1; NG_011402.2 dos genes GATA2 e RUNX1, respectivamente.

Para interpretacdo dos resultados obtidos, utilizamos a busca das mutac6es encontradas
em dois repositdrios diferentes, as plataformas ABRaOM e DBSNP. A plataforma ABRaOM
(Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes) consiste no repositdrio de variantes genéticas da
populagéo idosa brasileira da cidade de Sdo Paulo. Essas variantes séo obtidas por Whole

Genome Sequencing.

Ja a plataforma DBSNP (Single Nucleotide Polymorphism database) é o integrador de
submissdes de diferentes fontes de variantes do National Center forBiotechnology Information,
GenBank, PubMed, Locuslink e do Projeto Genoma Humano (SHERRY, WARD, et al.,2001).
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Classificacdo de variantes

O American College of medical Genetics and Genomics (ACMG) e Association for
Molecular Pathology (AMP) publicaram um guia para interpretacdo de variantes, onde
recomendam um sistema de 5 niveis de classificacdes para variantes identificadas em genes que

causam distarbios mendelianos.
Dessa forma, as variantes encontradas foram classificadas, segundo o ClinVar, entre:
* Benignas: variantes que ndo contribuem para o desenvolvimento de doengas.

» Potencialmente benignas: variantes que ndo possuem evidencias cientificas atuais
insuficientes para serem categorizadas de forma conclusiva que sejam benignas, porém sem

grande expectativa de que tenham um efeito significativo para causar uma doenga.,
« Patogénicas: variantes que contribuem diretamente para o desenvolvimento de doencas.

* Potencialmente patogénicas: variantes que tem mais que 90% de patogenicidade, ou seja,
cause um disturbio patogénico. Normalmente provocam perda de funcéo da proteina sintetizada

(nonsense, frameshift, sitios de splicing).

* Variante de significado incerto (VUS — variant uncertain significance): variantes que ainda
ndo possuem evidéncias cientificas suficientes para apoiar uma classificacdo mais definitiva,

podendo ser variantes raras na populacdo, que causam alguma alteracdo na proteina.
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Quadro 2 — Iniciadores para amplificacéo das regides alvo dos genes GATA2 e RUNX1.

Gene Exon Iniciador
- F(senso) S OCCICACICLLCLITLLTS
a4 R {antissenso 5'-GCCTGG GTT CTCATC ACC A3
- F (5enso0) S CCACCCIGAICCICICICICI Iy
" R(antssenso 5'-TCACAG CTCCCCACC ACAA-3
GATAZ s (sens0) CEcr T magcusicom i ce Xcicay
: R (3ntissenso 5.-GCAAAG CGTCTGCATTTG AAZ
= F (5ens0) T GA TLCCA CICACATIT AT
" R (antissenso §-CCT CTT GCC TGG CAG CAC-3
~  F (senso) B TET 1ok 100 ALG ARG CRACTGS
" R (antissenso 5'-TGT CGG CCT TCG GGA AAT-3
. F (senso) - RAL CAL BTG LAl ARG CRECAG -3
® R (antissenso 5. CAT TTC ATT ACA GGC AAA GCT G-3'
>~ F (senso) S-AALC CAC GTG AT ARG GRACAG - 7
"~ R(antissenso 5'- GCA GAA ACA GCC TTAATT ATT TGG - 3
s T (senso) B TGS TAG CAGCIG TITGLA GG - 3
R (antissenso 5. CAT CCC AAG CTAGGAAGACC -3
- F (senso0) T CARA TG eI ®X-2
AUNXT* Y R({antissenso 5. TCA CTACAC AAA TGC CCTAAAAG -3
8 F (senso) T ACATATGI T CACCLC AL A 3
R (antissenso 5-TCT GAGACATGG TCCCTGAG-3
~ F senzo) - ARG AAR AL CLCAGTIITAGE =
R (antissenso 5-AGT TGG TCT GGG AAG GTG TG - 3
. F (5enso) PgcT LYo T A cicic T olol Xo) (oF Ya godu)
" R (antissenso 5-TGGACC TTCCACCCCAG -3
- F (5enso) B -CICCOCAACCICCIACICAL -2
" R (antissenso 5.-CCCACCATG GAGAAC TGG TA-3

Fonte: Adaptado de PASQUET, BELLANNE-CHANTELOT, et al, 2013; GREIF,
KONSTANDIN, et al., 2012

Quadro 3 — Polimerases utilizadas para PCR e condic¢des para amplificacdo das regibes alvo dos
genes GATA2 e RUNXL1.

Gens Exon Kk PCR Ciclagam
- 2T HD e 8250 - Zmin + 25m(B4°C - 30seg + 82°C - 20s=p +
= = == T2°C - 1min) + T2°C - Smin + 4°C infinito

BL*C - 2min + 35w(B4%C - I0seg + BE°C - A0s=p +
: T2°C - 1min) + T2*°C - Smin + 4°C infinito

'
1
i

£*C - 2min + 35x(B4°C - 30seg + B4°C - A0sep +
GATAZ" TE - . et
GATAZ 4 2 T2C - Tmin) + T2°C - Smin + 4°C infinito

BE*C - 3min + 35x(05*C - 30seg + X°C - 40sep +

g TP HE o
- B38°C - Tmin10seg) + B8°C - Bmin + 4°C infinito
" e PE'C - 2min + 35x(W4"C - 30seg + 88°C - I0sepg +
- B TZ°C - Imin)  T2*C - Smin + 4*C infinio
- o PLTC - 2min + 35x(04°C - 30sag + 82°C - J0sag +
- . T2C - Imin) + T2°C - Semin = 4°C nfinin
3 — W0 - 2min + S0x(WA'LC - J0seg + B0 - JUseg +
F TZ"C = Tmin) + T2*C « Smin + 4*C infinio
p 6T HS 62 $4°C - 2Zmin + 35x(04°'C - 30seg + 80°C - 20seg +
- - TG = Tmin) = T2*C - Smin + 4*C mfinio
& R BE"C - 3Dseg « 30x(WP'C - Seeg + 540 - JUseg +
= = T2°C - 30seg) + T = 2min + 4°C infinite
HUNAX T
& Fre BL*C - 2min « 35x(B4 d0seg + 04°C - 20=ag +
- - TZ%C - Tmin) + T2°C - Smin + 4°C mfinito
- [ BLC - 2Zmin & Z5x(BE°C - 30sag + G4°C - J0sap +
- T2°C - Imin) + T2°C - Smin + 4°C infinito
& GT HS G2 D45 - 2min + 35x(B4°C - Jdseg + 80°C - I0sepg +
- = - TZ*C - 1min) + T72°C - 5min + 4*C infinito
a e BL°C - 2Zmin + 35x(B4°C - 30seg + G2°C - I0==p +
- T25C - Tmin) + 72°C - 5min + 4°C mfinito

1 - GoTag® G2 Polymerase (Promega); 2 - Platinum_Taqg DNA Polimerase (Invitrogen); 3 - Platinum_Tagq
DNA_Polymerase_High Fidelity (Invitrogen); 4 - Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer
(Thermo Scientific). Fonte: Adaptado de PASQUET, BELLANNE-CHANTELOT, et al., 2013; GREIF,
KONSTANDIN, et al., 2012
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Quadro: 4 — Descricdo das condicdes de amplificacdo do gene GATA2

Exon 2 Exon 3 Exon &
H20 16,1 ul]H20 18,2 ulH20 18,8 ul
Tamp&o 5% 5,0 ul|Tamp&o 10w 2,5 uL|Tampéo 10x 2,5 ul
IMgCil2 25m 1.6 ujMgCl2 50mM LoulMgCl2 50mM 0,4 ul
Primer F 20pM 0,5 uL]Primer F 20pM 0.5 uL|Primer F 20pM 0.5 ul
Frimer R 20pM 0,5 ul]Primer R 20pM 0.5 ul)Primer R 20pM 0,8 uL
DNTF 25mM 0,15 ul]DNTF 25mM 0,15 uLJDNTP 25mM 0,15 ul
Tagq_G2 (Suiul) 0,15 uL] Tag_Plat (Suiul) 0,15 uL|Tag Plat (5wful) o0,15uL
Amosira 1,00 ulJAmostra 2,0 uljAmostra 2,0 ulL
Quadro 5 — Descricdo das condicfes de amplificacdo do gene RUNX1.
RUNXT
En 3 Eain 4 Exan 5 Exian & Exon 7 Exand Exan 9
HZ0 1$80uJHO 1658 W HIO 1018 ulJHZ0 11 ul[H20 10,18 ul|H20 168 ul[H20 A8
fampo 10 2s0uTampdo s sl o ae oo [TAMPRO IO 2s0ufTampdo 10 zsoaTampdoSi - 50.iTampdo 10«
MgLLE S0mM Da0uiMgCl? 25mM L0 R e MgCI2 S0mb 0,55 ulMgCL2 S0mM 0,55 ul|MgCIL2 25mM 1,60 ulMgCI2 S0mid D55
Primer F 20pM  ozoullPrimer F 20pM  osowfPrimer F 20p sz ulPimer F 20pM  ozoufPrimer F 20pM  ozoul|Primer F 20pM  ozoulPrimer F 20pM  0znw
Primar R 20pM 050w |Primar R 20pM 020w {Primar R 20pM 0,45 uL|Primer R 20pM  oz0ufPrimer R 20pM  00u)Primer R 20pM 05001 Primer R 20pM 020w
DNTP 25mM 0130 DNTP 25mM 020w OMSD 1005 g OWTP 25mM o2 w|ONTP25mM 018w |ONTP 25mM  o20ulfONTP 25mM 515w
Tan_Plal (Suil) o8 wTag G2 (5wl 048w ) S Ta0 Pl (Sl atswTag Pt (Sull 9.8 wifTag G2 (Bwhl)  oisel|Tac Plal (Sull 68w
AMOsTTa 1,00 uLjAMASH 100 wLAMO3Ta 100 uljAmisira 1 uljamosina 130 ul|AmOsira 10 ul{Ampstra 10a

Armazenamento de material humano:

O armazenamento de material biolégico humano em biorrepositério e os demais
aspectos relativos a formacdo de biorrepositorio de material biolégico humano ao longo da

execucdo da pesquisa seguiram a Resolucdo CNS 441/11 e Portaria MS 2201/11.
Questdes éticas: O projeto esta de acordo com a Resolucdo CNS 466/2012.

O sigilo dos pacientes e familiares envolvidos foi garantido através de codificagdo em
banco de dados, bem como no presente documento. A coleta de swab de mucosa jugal néo
acarretou dano a nenhum sujeito de pesquisa envolvido. Todos os envolvidos assinaram termo
de consentimento e/ou assentimento previamente aprovado pelo comite de ética em pesquisa
do IPPMG, sob o numero: 3707054.

Este projeto foi aprovado sob os numeros CAAE: 01039118.0.0000.5264 e
01039118.0.3001.5274 no INCA (Anexo 1 e 2).
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6. RESULTADOS
6.1. CARACTERIZACAO DOS PROBANDOS INCLUIDOS:

Foram selecionados 23 probandos de 22 familias nédo relacionadas que atendiam aos
critérios de neoplasia mieloide com predisposicao germinativa. Como uma familia compreendia
um casal gemelar univitelino disso resultou um total de 23 sujeitos de pesquisa. A apresentacao

clinica, laboratorial e os diagndsticos dos probandos encontra-se detalhada na Tabela 4.

Houve discreta predominancia de probandos de sexo feminino compreendendo 56,5%
(13/23). A idade de inicio dos sintomas variou de 4 meses de vida a 83 anos, com uma idade
mediana de 14 anos. Ja a mediana da idade de diagndstico foi de 16 anos (variando de 4 meses

a 83 anos).

Com relacdo aos diagnosticos e sindromes, houve 52% (12/23) de probandos portadores
de SMD, 8,5% (2/23) de linfomas sendo 1 caso de Linfoma de Hodgkin (LH) e um de grandes
células B (LNH-DGCB), 8,5% (2/23) de LMA, 8,5% (2/23) de trombocitopenias isoladas. O
restante dos casos correspondia: uma PTI, uma doenca do pool plaquetario, um mieloma

maultiplo, uma anemia refrataria (AR) e uma sindrome hipereosinofilica.

Havia perfil hemorragico em 52% (12/23) dos probandos e (48%) 11/23 ndo
apresentavam manifestacdes hemorragicas. Tal frequéncia se justifica porque 56,5% (13/23)
probandos tinham plaquetopenia. A contagem plaquetaria mediana foi de 106000/uL, variando
de 19800/uL a 412000/uL.

Em relacdo as caracteristicas do hemograma 34,8% (8/23) dos probandos apresentaram
anemia, sendo que apenas dois tinham anemia grave com hemoglobina menor que 7g/dL. A
hemoglobina mediana encontrada foi de 12,5 g/dL variando de 6,5 a 15 g/dL. A maioria dos
casos apresentava hemécias normociticas com VCM medio 85/fL, sendo que apenas 1 paciente
apresentava macrocitose (VCM 109 fL). A mediana de leucécitos foi de 6000 mm*A mediana

de segmentados foi de 1019 mm*

Avaliamos as caracteristicas morfologicas dos achados da bidpsia de medula 0ssea e se
observamos que a celularidade da medula 6ssea revelou: medula hipocelular em 8 casos e a
celularidade normal em 3 casos (Tabela: 5) A celularidade média da medula dssea foi de 59%
30-80%).
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O setor megacariocitico foi considerado displasico em 5 probandos (P3-1119, P13-
1111,P18-V1, P20 IV1, P23-1V2) , hiperplésico em 1 (P7-V1) e hipoplasico em 3 casos (P1-116,
P5-1111, P1-1112).

O setor granulocitico foi descrito como displasico em 4 probandos (P3-1119, P7-V1, P18-
V1P23-1V2), hipopléasico em 2 (P5-1111, P12-1112) e normobléstico em 2 (P1-116, P20-1V1).

A morfologia do setor eritréide revelou-se displasica em 3 probandos ( P3-1119, P7-V1,
P18 -V1), hipopléasico em 1 (P12-1112), hiperplasico em 2 (P5-1111, P23-1V2) e normoblastico
em 3 (P20-1V1, P1-116, P13-1111).

Nenhum dos nove casos em que foi realizada a coloracdo para reticulina apresentavam
fibrose na medula 6ssea. Em 2 dos probandos (P7-V1, P14-1111) a bidpsia de medula foi

inconclusiva e em outros 5 probandos nao foram realizadas por decisdo da equipe médica.

A citogenética apresentou padrdo feminino normal 46,XX em 3 probandos e padréo
masculino normal 46,XY em 6 probandos (Tabela:6).

Um probando (P7-V1) apresentou cariétipo 46,XX, SRY ausente e fen6tipo masculino.

Outro probando (P3-111) apresentou o caridtipo 46,XX, del (17) (p12)[5]/46,XX[23],

com delecdo do gene TP53 em 18% das metafases analisadas pelo FISH.

Um probando ndo apresentou metafase sendo que o FISH foi negativo para o

cromossomo 7. Dois probandos (P6-1116, P9-11110) ndo apresentaram metéafase para a analise.

Com relagdo a evolucédo clinica, 91% (21/23) dos pacientes permaneceram Vivos €
houve 2 6bitos durante o periodo de observacdo. Um paciente foi submetido a TMO alogénico

aparentado e permanece Vivo.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais (mediana, limite inferior e superior) dos probandos.

Caracteristicas N=23

~ Sexo feminino 13 (56,5%)
Idade (mediana, variagdo) 14 (4 meses a 83 anos)
Diagndsticos

SMD 12 (52%)

LMA 2 (8,5%)

LNH 1 (4,3%)

LH 1 (4,3%)

Doenca do pool plaquetario 1 (4,3%)

Anemia refrataria 1 (4,3%)

Mieloma Multiplo 1(4,3%)

PLaquetopenia 2 (8,5%)

PTI 1 (4,3%)

Sindrome Hipereosinofilica 1(4,3%)
Hemoglobina g/dL 12,5 (6,5-15)
Leucdcitos x 10°/L 6000 (1590-26100)
Neutroéfilos x 10°/L 2188

Plaquetas x 10°/L 106000 (19800-412000)
VCM 85fL

Nota: LMA: leucemia mieloide aguda, LH: linfoma de Hodgkin, LNH: linfoma ndo Hodgkin, PTI: plrpura
trombocitopénica idiopatica, VCM: volume corpuscular médio, SMD: sindrome mielodisplasica.
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Tabela 3 — Caracteristicas clinicas, diagnésticos hematoldgicos, diagnésticos sindrémicos e caracteristicas laboratoriais dos probandos:

Idade
. Idade .
. . _ inicio _ _ Htc Leuco Seg Vem PLQ Celularidade
Pedigree Sexo Diagnéstico Sangramento Status . diagnostico BMO
sintomas % x10%/L 10%/L fL x10%/L BMO
/anos
/anos
1 F Smd Sim Vivo 34 35 43,6 6000 2880 73,4 65000 Smd Hipocelular
Sindrome
2 F ) ] ] Né&o Vivo 31 42 41,9 9000 3000 84,3 279000 NR
hipereosinofilica
3 F Smd Sim Vivo 1 18 42 2970 371 98,4 253000 Smd Hipocelular
. lanoe8 3anose8
4 M Smd Né&o Vivo 411 8100 161 78,5 337000 Smd
meses meses
5 M Smd Sim Vivo 2 4 32,3 4900 640 83000 Smd Normal
6 M Linfoma Hodgkin Né&o Vivo 13 14 40,6 5800 1000 412000 NR
7 M Pti Sim Vivo 4 0,25 28,1 26100 3393 75 29000 Inconclusivo Normal
lanoe8 3anose 8
8 M Smd Né&o Vivo 38,8 8900 801 72,5 364000 Smd
meses meses
10 M LMA Sim Tmo 52 53 26,2 4430 974,6 86 19800 LMA
Doenca do pool ) .
11 F » Sim Vivo 14 16 38,7 11540 1008 77 315000 NR
plaquetério
12 M Smd Né&o Vivo 16 18 41,7 5600 3245 97,4 82000 Smd Hipocelular
13 M Smd Sim Vivo 14 15 46,8 4800 2554 140000 Smd Hipocelular
14 M Plaquetopenia Né&o Vivo 12 4 45 5250 3130 103000 Inconclusivo
15 F Plaquetopenia Sim Vivo 59 59 34,1 1590 1019 96,7 42000 NR
] . o Mieloma
16 F Mieloma Multiplo N&o Obito 64 65 20,3 14800 11248 83000 o
Muiltiplo
17 F Smd Sim Vivo 7 15 42 9600 6048 88 32000 Smd Hipocelular
18 F Smd Sim Vivo 2,67 28 2400 192 99 211000 Smd Hipocelular
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Tabela 3 — Continuagéo
Normoblastic

19 F LNH DGCB Nao Vivo 64 64 36 6400 2291,2 213000 normal
a
20 F Smd Né&o Vivo 5 10 37,6 8400 5460 103000 Smd Hipocelular
21 F LMA M3 Sim Vivo 20 21 31,9 1850 1 86 235000 LMA-M3
22 F  Anemia refrataria Nao Obito 83 83 21 2560 2188 109 186000 NR
23 F Smd Sim Vivo 8 16 43,3 14800 8800 80,8 38000 Smd Hipocelular

BMO: bidpsia de medula 6ssea, HTC: hematocrito, Leuco: leucdcitos, LH: linfoma de Hodgkin, LMA: leucemia mieloide aguda, LMA M3: leucemia mieloide aguda M3,
LNH DGCB: linfoma ndo Hodgkin difuso de grandes células B, PLQ: plaquetas, PTI: purpura trombocitopénica idiopatica, Seg: segmentados, SMD: sindrome
mielodisplasica, VCM: volume corpuscular médio.



Tabela 4 — Caracteristicas clinicas, morfolégia da medula dssea e citogenética dos probandos com critérios de DHF.

Diagndstico

hematolégico/

Diagndstico
Sindrémico
1 Smd
2  Sindrom
e
Hipereos
inofilica
3 Smd
4 Smd
Smd
6 Linfoma
de
Hodgkin
7 Pti
8 Smd
9 Smd

Smd

NR

Smd

Smd
Smd

NR

Inconclusivo

Smd
Smd

Celularidade/

Megacariocito

%
Hipocelular Hipopléasico
160%
Hipocelular/30 Displésico
%
Normal/80% Hipopléasico
Normal Hiperplasico

Granulécito

Normoblastico

Displésico

Hipopléasico

Displéasico

Eritroide

Normoblas

tico

Displésico

Hiperplasic

0

Displéasico

Fibrose

Sem

fibrose

Sem

fibrose

Sem

fibrose

Sem

fibrose
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Citogenética

46,XX

46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[23] delecao do gene
TP53 em 18%
46,XY

46,XY

Sem metafase

46,XX sem SRY

46,XY
Sem metafase



Tabela 4 — Continuacgéo

10

11

12

13

14

15

16

17
18

19

20

21

LMA

Doenca
do Pool
Plaquetar
io
Smd

Smd

Plaqueto
penia
Plaqueto
penia
Mieloma
Mudltiplo
Smd
Smd

LNH
DGCB
Smd

LMA-
M3

LMA
NR
Smd Hipocelular/40
%
Smd Hipocelular
Inconclusivo
NR
Mieloma
Mudltiplo
Smd Hipocelular
Smd Hipocelular
/50%
Normal Normobléstica/6
0%
Smd Hipocelular/60
%
LMA-M3

Hipopléasico

Displésico

Displésico

Displéasico

Hipopléasico Hipoplasic
0
Normoblés

tico

Displésico Displésico

Normoblastico Normoblas

tico

Sem

fibrose

Sem
fibrose
Sem

fibrose

Sem

fibrose

Sem

fibrose

62

46,XY

46,XY

46,XY

46,XX

Sem metafase FISH neg para crom 7



Tabela 4 — Continuacgéo

22 Anemia NR
Refratéri
a
23 Smd Smd

Hipocelular

Displasico

Displasico

Hiperplasic

63

46,XX
0

BMO: bidpsia de medula 6ssea, SMD: sindrome mielodisplasica; LMA: leucemia mieloide aguda, LMA M3: leucemia mieloide aguda M3, LNH DGCB: linfoma ndo Hodgkin
difuso de grandes células B, LH: linfoma de Hodgkin, NR: ndo realizada, PTI: parpura trombocitopénica idiopatica.

Tabela 5 — Caracteristicas clinicas e variantes identificadas nos probandos com critério para DHF.

Probando Sexo Diagndstico
1 F Smd
Sindrome
2 F hipereosinofi
lica
3 F Smd

Variante GATA2 éxon 2

sinbnima / benigna

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

Variante Gata 2
éxon 3 ndo
sinonima /

benigna
Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)
Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)
Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)

Variante RUNX1 éxon 4 sinénima/ Variante RUNX1 éxon 9 ndo

benigna/provavelmente benigna sindnima / VUS



Tabela 5 — Continuacgédo

4 M Smd
5 M Smd
Linfoma de
6 M
Hodgkin

7 M Pti

8 M Smd

9 M Smd

GATAZ2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):.c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)

Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)
Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p-Alal64Thr)
Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)
Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.Alal64Thr)
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RUNX1 éxon 9
NM_001754.5(RUNX1):c.1093G>A
(p.Gly365Ser)



Tabela 5 — Continuagéo

10

11

12

13

14

15

16

LMA

Doenca do
Pool

Plaquetario

Smd

Smd
Plagquetopeni
a
Plagquetopeni

a

Mieloma
Multiplo

GATAZ2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

Gata 2 éxon 3
NM_032638.5(GA
TA2):c.490G>A
(p.-Alal64Thr)

RUNX1 éxon 4
NM_001754.5(RUNX1):c.303G>T
(p.Vall01=)

65



Tabela 5 — Continuagéo

17

18

19

20

21

22

23

Smd

Smd

LNH DGCB

Smd

LMA-M3

Anemia

Refrataria

Smd

GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)
GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.1
5C>G (p.Pro5=)

66
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6.1.1. Grupo A

P1, feminina, 34 anos, parda, foi encaminhada a hematologia para investigacdo de
plaquetopenia. Tinha histéria de epistaxe volumosa desde os oito anos de idade e metrorragia.

Foi verificada plaquetopenia aos 25 anos por ocasido da primeira gravidez.

A paciente encontrava-se em uso regular de acido tranexamico e anticoncepcional
injetavel trimestral sem pausa, prescrito em outro servigo, para controle de metrorragia e

sindrome anémica.

O exame fisico ndo apresentava alteragdes. O hemograma do diagndstico apresentava:
HGB: 14,3 g/dL, HTC: 43,6%, VCM: 73,4 fL, HGM 24,1 g/dL, LEUCO: 6000 mm3SEG: 48%,
LINFO: 32%, PLQ: 65000 mm®.

Bidpsia de medula Gssea apresentava: (i) 6 espacgos trabeculares, amostra nao
subcortical, (ii) celularidade geral 20%, amostra diminuida para a idade cronoldgica,
distribuicdo irregular do tecido hematopoiético (iii) série granulocitica com maturacdo
preservada , diminuida, sem ALIP (iv) série eritrocitica muito hipoplésica, celularidade
diminuida (v) série megacariocitica muito diminuido, hipocelular , presenca de
micromegacaridcitos (vi) presenca de rede de reticulina com vérias intersecdes especialmente

perivasculares. Quadro compativel com SMD.
A citogenética com padrdo feminino normal 46,XX [20].

A andlise das variantes verificou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATAZ2): ¢.15C>G (p. Pro5=) sindnima e benigna e no gene GATA2 éxon 3
NM _032638.5(GATA2): ¢.490G>A (p. Alal64Thr) ndo sinbnima e benigna. Pelo banco de
dados do DBSNP a frequéncia global do alelo variante é de 0,6524 e a frequéncia do alelo
variante no banco de dados ABRaOM ¢ de 0,7165.(Figura: 5 e 6)

A paciente manteve-se em acompanhamento semestral sem intercorréncias ou novos

episddios de sangramento.
Histdria familiar: (Figura 4)

A mée apresentava historia de plaquetopenia e metrorragia e faleceu de cancer de sitio

priméario ndo definido.
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O primeiro filho da probanda, dois anos, pardo, foi encaminhado a hematologia para
avaliacdo de plaquetopenia. Ao exame fisico apresentava petéquias esparsas e equimoses em

membros inferiores.

O mielograma apresentava (i) medula déssea celular e pleiomorfica. (ii) setor eritroide:
20% normoblastico. (iii) setor branco: 57% sequencial normobléstico. Linfdcitos: 23% tipicos
alguns com aparéncia de hematogébnia. (iv) setor megacariocitico: aumentado em diversos
estagios de maturacdo, plaguetogénicos. (v) conclusdo: medula 6ssea normal para a idade,

compativel com puarpura trombocitopénica idiopética.

O segundo filho da probanda, masculino, dois meses, meio irmdo materno de foi
encaminhado a hematologia para investigacao de sindrome purpuarica. Ao exame fisico nao
apresenta falange distal do polegar direito. O hemograma do diagnostico apresentava: HGB:
12,3 g/dL, HTC: 36,5%, LEU: 8900 mm?3, SEG: 3600 mm?, PLQ: 67000 mm? .

A biodpsia de medula dssea apresentava (i) 90% celularidade, (ii) série megacariocitica
com formas pequenas e hipolobuladas, (iii) sugestiva de sindrome mielodisplasica.

A andlise citogenética das células da medula 6ssea mostrou padrdo masculino normal
46,XY.

achados da imunofenotipagem eram compativeis com mielodisplasia.

O paciente foi submetido a otoplastia aos 10 anos sem intercorréncias hemorragicas. Foi

mantido sem medicacao.

A irma da probando, feminina, 22 anos foi encaminhada a hematologia para avaliagdo
de sangramento transvaginal durante a primeira gravidez. Relatou que aos 18 anos verificou
plaguetopenia em exame de rotina. A paciente tinha historia de metrorragia. O hemograma de
inicio de avaliagdo apresentava: HGB: 13 g/dL, HTC: 41,9%, LEU: 17500 mm?, SEG: 15300
mm?3, VCM 82 fl, PLQ: 125000 mm?.

Foi mantida sem medicacdo pelo hematologista. Nao foi realizada prova de agregagéo

plaquetaria nos familiares.



Figura 1 — Heredograma da familia do probando 1.
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Heredograma da familia do probando 1: simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com
doengas oncoldgicas; simbolos brancos significam individuos néo afetados; Dx significa idade do diagnostico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo
cortado signifiva individuo que veio a 6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.



Figura 2 — Eletroferograma do probando 1.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene GATA2 éxon 2 sinbnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 1
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Figura 3 — Eletroferograma do probando 1.
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Eletroferograma evidenciando a Variante Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 1.
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P3, feminina, 18 anos, branca encaminhada a hematologia para investigacdo de
neutropenia assintomatica, observada desde a primeira infancia. Tratava-se de paciente filha de

pais consanguineos (primos de segundo grau).

Ao nascer a triagem para erros inatos do metabolismo observou achados inespecificos. Os pais
negavam alergia medicamentosa, infeccdo de repeticdo, hipertensdo, diabetes ou crise
convulsiva. Engatinhou com um ano e falou aos 13 anos. Usava anticoncepcional oral para
controle de intenso fluxo menstrual. Em acompanhamento com o oftalmologista por ser
portadora de retinose pigmentar. Ndo frequentava a escola regular e tinha explicadora

domiciliar.
Ao exame fisico:

Paciente portadora de microcefalia e atraso de desenvolvimento cognitivo. Paciente
cooperativa, muito afetiva, apresentava pequenas verrugas em axila bilateralmente, alteracao

de mé&os e pés pequenos, implantacdo baixa de cabelo, dentes pequenos e palato ogival.
A ressonancia magnética de cranio revelou acentuacao da cisterna magna.

A Tomografia de crénio evidenciava sulcos acentuados corticais nos lobos frontais e
temporais, cisternas basais amplas, quarto ventriculo alargado, cisterna magna ampla, com
efeito expansivo sobre os hemisférios cerebelares, sugerindo cisto aracnoide. O hemograma da
admissdo revelava neutropenia. O hemograma do inicio da avaliacdo apresentava: HTC:
45,6%, VGM 98,4 fL, LEU: 2970 mm?3, SEG: 371 mm?, EOS: 18%, MONO: 6.5%, LIN: 2379
mm?3, PLQ: 253000 mm?,

Anti-HIV 1le 2: negativo, HGBSAG negativo, Anti-HGBS negativo. Pesquisa para
sifilis negativo e sarampo IgM e 1gG negativos. A dosagem de B12: 477 pmol /L e Ferro: 8,4
pumol/L.

A biopsia de medula 6ssea evidenciou (i) 30-40% de celularidade hematopoiética. (ii)
série eritroide normoblastica. (iii) série granulocitica predominio de formas maduras. (iv)
Megacaridcitos com dismorfias, notando-se micromegacariécitos. (v) Auséncia de excesso de
blastos. (vi) Imunohistoquimica CD61 evidenciados em micromegacariocitos. Glicoforina
evidenciada na série eritréide. CD34 negativo. (vii) Concluséo: quadro compativel com

mielodisplasia.
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A Citogenética de células de medula 6ssea mostrou: 46, XX, del (17) (p12) [5] /46, XX
[23]. A avaliagdo através de FISH TP53 confirmou delecdo do gene TP53 em 18% das 100

células analisadas.

A imunofenotipagem analisou 100.000 celulas. Viabilidade estimada 93%. Foram
observadas as seguintes populag¢Ges celulares mieldide: maturagdo a neutrofilos 62,1%, sendo
mieloblastos 0,34%, promieldcitos 6,0%, mieldcitos 26,0%, metamieldcitos 32,5%, neutrofilos
35,1%. Assincronismo maturativo. Maturacdo a monocitos 4,0% sendo que 1,0% expressam
CD16. Série eritrdide 5,7%, megacariocitos 9,0%, linfdcitos totais 10%. Diferenciagdo linfoide

B néo observada, auséncia de linfoblastos.

A andlise das variantes verificou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2): c.15C>G (p. Pro5=) sindbnima e benigna e no gene GATA2 éxon 3
NM_032638.5(GATA2): c.490G>A (p. Alal64Thr) ndo sindnima e benigna. A frequéncia
global do alelo variante pelo banco de dados DBSNP € de 0,6524. No banco de dados ABRaOM

a frequéncia do alelo variante é de 0,7165. (Figura: 8 e 9)
Histdria familiar: (Figura: 7)
A paciente era filha de pais primos de segundo grau.

A mae aos 32 anos apresentou Sarcoma de Ewing em 0sso iliaco. Foi tratada com quimioterapia

(ifosfamida e etoposide) e radioterapia.

Dois anos ap0s o tratamento do Sarcoma de Ewing surgiu uma lesdo na coxa direita. A bidpsia
de nodulo de coxa direita evidenciou (i) uma neoplasia de natureza hematoldgica exibindo
expressdo de TdT, CD45, CD43 e CD99. (ii) Imunonegatividade para CD3, CD20, CD34,
CD15, CD30, desmina, S-100, AE1/AE3, Cam5.2, MUM1, PAX, CD79a, Miogenina, CD56,
CDla, CD117, CD10, CD7, CD2, CD4, CD8 e ALK. (iii) Indicativos de Sarcoma

Granulocitico.

O hemograma na readmissdo hospitalar apresentou: HTC: 46%, HGB: 14,90 g/dL,
VGM: 86,9fL, LEU: 4300/mm?3, SEG 66%, PLQ 198000 mm3. A bidpsia de medula 6ssea

evidenciou 100% de blastos mieldides e extensa necrose.
A citogenética apresentou padrao feminino normal 46,XX [21].

A investigacdo com marcadores moleculares evidenciou (i) AML-ETO [t (8,21) ]
negativo, (ii) Inversdo 16 CBF-MYh1: negativo e (iii) t (15,17) negativo.
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A mae da paciente apresentou um segundo sarcoma granulocitico em fibula esquerda.
Foi contraindicado inicio de tratamento com quimioterapia e radioterapia e encaminhada ao

centro de suporte paliativo e faleceu.

Um primo primeiro grau com historia de cancer de intestino e outra prima de primeiro grau

com histéria de cancer de mama.

A andlise cromossdomica da probando por array-CGH 400k revelou
arr[GRCh37]8g22.2(100247388_100618616) x0, presenca de perda no cromossomo 8, banda
q 22.2, regido 100247388 100618616). A perda de 8g22.2 esté ligada a condicdo VPS13B
associado a Sindrome de Cohen. A paciente apresenta perda em homozigose dos éxons 18-33

de VPS13B. Concluiu-se que a delecdo 8g22.2 atende aos critérios de patogenicidade.
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Figura 4 — Heredograma da familia do probando 3.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; T idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos.



Figura 5 — Eletroferograma do probando3.
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Eletroferograma evidenciando a Variante Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando3.



Figura 6 — Eletroferograma do probando 3.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATAZ2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 3.
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P5, masculino, 2 anos e seis meses, pardo, foi encaminhado a hematologia para
investigar anemia, sindrome emetogénica e infecgdo respiratdria de repeticdo. A mée relatou
que desde os primeiros meses foi internado em cinco ocasifes para tratamento de infeccéo.
Além de ter tido a necessidade de antibioticoterapia em dez outras ocasifes. A mae relatava
episodios de gengivorragia. O hemograma descreveu a presenca de macroplaquetas. Os

hemogramas seriados afastaram neutropenia ciclica.

O hemograma evidenciava: HGB: 10,3 g/dL; HTC: 32,3%; LEUCO: 4900 mm?; SEG:
640 mm?; PLQ: 83000 mm3.

Sorologias HIV 1-2, Hepatite A B e C negativos, Herpes simples, EBV, dengue,

toxoplasmose 1gG e IgM negativos e VDRL negativos.

IgE: 74.5 mg/dL (aumentado), IgA, IgM, IgG: normais, FAN: negativo, Anticorpo

anticardiolipina IgG e IgM: néo reator.
DEB test ndo mostrou quebras cromossomiais espontaneas ou induzidas.

A primeira biopsia de medula dssea apresentou (i) leve hipercelularidade com
predominio dos elementos da série eritréide. (ii) série mieloide reduzida em nimero relativo e
absoluto representado por precursores eosinofilicos, (iii) megacariocitos em ndmero
aumentado, com alguns maduros. (iv) Conclusdo: hiperplasia eritroide, hipoplasia

granulocitica, dismegacariocitopoiese.

O mielograma evidenciou (i) celularidade normal. (ii) setor megacariocitico

hiperplasiado com alguns megacariocitos hipolobulados. (iii) série vermelha e branca normais.
A segunda bidpsia de medula 6ssea com padréo reacional.

A terceira bidpsia de medula éssea evidenciou (i) uma proporcao entre as series e formas
maduras mantidas (ii) Presenca de atipias nos megacariocitos (iii). Sem fibrose nem aumento

da trama reticulinica. (iv) Celularidade 70%.

A quarta bidpsia de medula dssea apresentava (i) 50% de gordura. (ii) Setor eritréide
com maturagdo normoblastica. (iii) Série granulocitica com maturagdo preservada. (iv)
Megacaridcitos normais em numero e morfologia. Ha ocasionais picnose dos megacariocitos e

formas hipolobuladas. Conclusao: medula 6ssea normal.

A quinta biopsia de medula era descrita como (i) normocelular, com relagdo G:E normal

e (ii) maturacao preservada.
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A sexta bidpsia de medula realizada em outro servigco era descrita como (i)
discretamente hipocelular para a idade (80%) (ii) Série granulocitica com sinais de maturag&o.
(iii) serie eritroide: hipocelular com sinais de desarranjo arquitetural. (iv) Concluséo:

mielodisplasia.

A primeira imunofenotipagem (i) ndo apresentava assincronia de maturacao. (ii) As trés

séries apresentam estagios normais de maturacao inclusive de maturagéo de linfocitos.
A citogenética apresentou padrdo masculino normal 46,XY.

A analise das variantes revelou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindnima e benigna. (Figura:11)

Histdria familiar: (Figura:10)
O pai do probando foi encaminhado & hematologia para investigacéo de plaquetopenia.
A Citogenética do pai apresentou padrao masculino normal 46, XY [20]

A Imunofenotipagem revelou: presenca de 1,2% de células CD34+ CD117+
(precursores mieloides) 0,26% de células CD34+ CD19+ (precursores linfoides B); 11,1% de
células; 4,4% de células NK, 62% de células de linhagem granulocitica com diminuicdo de
complexidade interna e padrdo de maturacdo preservada; 5,7 % de células de linhagem
monocitica, com diminuicéo da expressdo de CD13.

Nédo foi possivel concluir com sindrome mielodisplasica. Sugere medula dssea

reacional.

A analise morfologica revelou medula éssea normocelular, com relacdo G:E 2:1. (i)
Setor eritroide: hipercelular com diseritropoiese discreta (megaloblastose, moderada
eritrofagocitose) (ii) série granulocitica: normocelular com disgranulopoiese moderada (figura
tipo Tempka Braun, retardo maturativo a mieldcito e metamieldcitos, sem atipias) Blastos 3%.
(iii) série megacariocitica: normocelular com assincronia de maturacdo N/C, um grupo de
micromegacariocitos (macroplaquetas em esfregaco de sangue periférico). (iv) Fibrose
reticulina G1 (v) Conclusdo: ndo SMD. Material compativel com MO reacional. Os achados

podem corresponder a mielodisplasia mas nédo séo definitivos.

Bidpsia de medula 6ssea:
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O aspirado de medula 6ssea com celularidade 70% irregularmente distribuida> Relagéo
G;E 4:1. Série granulocitica: normocelular com sinais de marturacéo.

Ele realizou bidpsia de medula 6ssea que revelou (i) celularidade global de 70%. (ii)
Aumento de nimero de micromegacariocitos, micromegacariocitos hiperplasiados, (iii) setor

granulocitico diminuido. (iv) Grau 1 de fibrose.

Painel de translocacfes para LMA. A amostra foi negativo para t (8,21) Runx/Runx1T1
(AML/ETO, t(15,17 ) PML-Rara, inv (16) CBFB/ MYH 11, t(6,11) MLL/MLLT4 (MLL/AF®).

A citogenética apresentou padrao masculino normal 46,XY.

O tio paterno de primeiro grau apresentava historia de plaquetopenia sem diagndstico
estabelecido e sem acompanhamento especializado. Ha primos de segundo e terceiro graus

maternos com histdria de retardo mental. 1112 Primo teve leucemia aguda aos 10 anos.



Figura 7 — Heredograma da familia do probando 5.

81

|2

Plaguetopenia

i1
SMD

”I A1

SMD

O

2

Sangramento

13
Plaquetopenia

o
4 Ins 143
Ca Ca Ca

Préstata Garganta Garganta

Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
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Figura 8 — Eletroferograma do probando 5.
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Evidencia a presenca de variante GATA2 éxon2 NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna no probando 5.
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P7, masculino, aos trés meses foi encaminhado a hematologia para investigacdo de
sindrome purpdrica. Os pais ndo consanguineos. Nasceu com 33 semanas e foi internado no
CTI por insuficiéncia respiratoria. Nessa internacdo observou-se plaquetopenia. Ndo havia

manifestacdes hemorragicas. O Teste de Triagem de Erros Inatos foi normal.

Ao exame fisico apresentava dismorfias faciais, micro pénis, testiculo esquerdo
palpavel, criptorquidia bilateral e hérnia inguinal direita. Foi indicada herniorrafia direita. O
procedimento ocorreu sem intercorréncias. Permaneceu sem sangramentos até que evoluiu com

hematomas em membros inferiores.

O hemograma de admisséo revelou HTC: 37%, HGB: 12,2 g/dL, VGM: 14,8%, LEU:
23100 mm® (12000 18 70 9), PLQ: 31000 mm?.

A primeira avaliacdo do sangue periférico revelou hipocromia discreta, plaquetas em
numero diminuido, presenca de macroplaquetas, atipia linfocitaria discreta a moderada,
neutrdfilos hiposegmentados. Auséncia de grumos plaquetérios. Presenca de células com
caracteristicas blasticas.

Apbds um ano a segunda avaliacdo do sangue periférico evidenciou monocitose,

leucocitose, desvio para a esquerda e sinais de displasia.

Ferro sérico: 31y mol/L, TIBIC: 365 pg/dL, HGBSAGQ: positivo, ANTI-HGBS:
positivo, HBS-Ag negativo, ANTIi-HBC: negativo, ANTI-HAV: negativo, ANTI-HCV
negativo, CMV IgG: negativo, IgM negativo, B12: 699 pg/mL, Acido félico: 20 ng/mL,
Ferritina: 23 pmol/L, Ferro: 57umol/L, ANTi-HIV 1-2: negativo, VDRL: negativo. HGB fetal:
11,8%.

A bidpsia de medula 6ssea revelou (i) medula éssea com 5% de tecido adiposo, (ii)
aumento do setor eritroide com inversdo da relagdo G: E. (iii) Aumento do setor
megacariocitico, alguns hipolobulados e atipicos. (iv) Setor granulocitico com formas imaturas

e formas maduras. (v) N&o havia fibrose. (vi) Presenca de ferro.

O primeiro mielograma revelou (i) hiperplasia e megacariocitopoiese, diseritropoiese

leve a moderada. (ii) Presenca de células imaturas (idade?) Padréo displasico de maturagao.

A primeira imunofenotipagem: medula dssea com (i) relagdo G: E 16:1 (vr 4:1). (ii)
Padréo displasico de maturacdo granulocitica, monocitica e de linfécitos B. (iii) compativel
com sindrome mielodisplasica, mieloproliferativa, leucemia mielomonaocitica juvenil crénica

juvenil.
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A citogenética de medula dssea e sangue periférico mostrou cariétipo compativelcom
sexo feminino 46,XX. A andlise por PCR e FISH mostrou auséncia SRY (gene do Y).

O segundo mielograma revelou presenca de dismegacariocitopoiese e diseritropoiese.

A segunda imunofenotipagem revelou (i) medula Ossea com grandes blogueios
maturativos e assincronismos maturativos nas linhagens com diferenciacdo a neutrofilos e a
mondcitos. (ii) Sendo 8% das células CD34 + mieloides. (iii) Os achados da imunofenotipagem

foram compativeis com mielodisplasia.

A segunda avaliacdo do sangue periférico revelou (i) poiquilocitose discreta (heméacias
alongadas e em alvo), (ii) plaquetas em nimero normal, com muitas macroplaquetas e plaquetas
gigantes. (iii) Atipia linfocitaria. Raras celulas com alta relacdo nucleo-citoplasma e nucléolo

evidente.

A anédlise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 3
NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sindnima e benigna. (Figura: 13)

Histdria familiar: (Figura: 12)
O exame do sangue periférico da mée e do pai revelou presenca de plaquetas em nimero

normal e macroplaquetas.

A avé materna apresentava histéria de anemia e gengivorragia. O avd materno tinha
histéria de trombose venosa superficial aos 54 anos. Tia avé faleceu de cancer de Gtero. O
bisavé materno faleceu de linfoma. O tataravé materno com histéria de cancer de reto e faleceu

por cancer de garganta.
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Figura 9 — Heredograma da familia do probando 7.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
oObito; triangulo preenchido (preto) significa individuo de sexo ndo determinado; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 10 — Eletroferograma do probando 7.
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Eletroferograma evidenciando a Variante Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATA?2):c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 7.
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P8, masculino, trés anos e oito meses, branco, primeiro gemelar univitelino foi
encaminhado a hematologia para investigar neutropenia grave associada a crises convulsivas.
A neutropenia foi identificada em exames seriados nos dois ultimos anos. Foi iniciado

oxicarbamazepina para controle de crise convulsiva.
Historia familiar: tio com histdria de sangramento. (Figura 14)

Na hematologia pediatrica foi iniciado Granulokine (GCSF) e houve, inicialmente,
resposta com aumento da série granulocitica. Apds inicio de GCSF apresentava HTC: 38,50%,
VCM: 80,80fL, LEU: 7,83 mm?, SEG: 0,08 mm?3, e PLQ: 436000 mm? . Alguns meses ap6s

inicio de GCSF as contagens voltam a cair.

Dosagem de G6PD: 5,2 (deficiéncia intermediaria), HGBAL: 59,8%, HgA2: 3,7%, HgF:

1,5%, HgS: 35% compativel com traco falcémico.

A bidpsia de medula 6ssea apresentou (i) celularidade de 40% (hipocelular) (ii) a série
granulocitica presente com raras celulas maduras (iii) a série eritrocitica hipocelular. (iv)
Relacdo G/E 2:1. (v) série megacariocitica presente com atipias, formas hipolobuladas e
monolobuladas. (vi) CD34+ 5,5% de células imaturas. (vii) imunohistoquimica: P53 negativo.

O quadro compativel com mielodisplasia.
A citogenética nas células da medula dssea apresentou cariotipo masculino 46,XY.

O eletroencefalograma apresentou atividade elétrica anormal por ondas lentas de
projecdo no hemisférico cerebral direito. O paciente foi diagnosticado com epilepsia e iniciado

Trileptal para controle de crises convulsivas.

A andlise das variantes revelou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna bem como no gene GATA2
éxon 3 NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sindnima e benigna. (Figura: 17
e 18)

P4, masculino, trés anos e oito meses, branco, segundo gemelar univitelino, foi
encaminhado & hematologia para investigacdo de neutropenia grave. Paciente nasceu de 39

semanas teve ictericia neonatal tratada com fototerapia.

Com um ano e oito meses foi internado por abcesso no queixo e depois foi internado
por infecgdo cutinea (abcesso), pneumonia, infeccdo urinéria, abcesso dentério e otite.

Apresentou também crise convulsiva tratada com Trileptal.
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O hemograma da admissdo apresentava: HTC: 37,2%, HGB: 11,4 g/dL, HEM: 5,35
milhdes/uL  VGM: 69,5fL, CHCM: 30,7 g/dL, RDW: 15,6 %, PLQ: 401000 mm?, LEUCO:
8900, SEG: 568 mm?®, LDH: 384 UI/L, reticulécitos: 3,1%.

IgA: 166,8, 1gG: 2378, VHS: 20mm/h, PCR: 12,09 mg/dL,

Eletroforese de hemoglobina: HgAl: 60,4%, HgA2: 3%, HgF: 1,5%, HGB: S 35,1%.
Compativel com traco falcémico e deficiéncia de G6PD 5,06 (valores de referéncia: 7-20)

Sorologias: CMV: IgM negativo, IgG: positivo, Herpes IgG: negativo, IgM: negativo,
HTLV 1 e 2: negativo, EBV IgM: negativo, IgG: positivo, Rubéola IgM: negativo,
Toxoplasmose IgG: negativo, IgM: negativo, Anti-HGBS: positivo, Anti-HCV: negativo, Anti-
HIV: negativo.

FAN: negativo IgA: 29,2 mg/dL, IgE: 6,6 mg/dL, IgG: normal

A bidpsia de medula Ossea apresentava: (i) trés espacos trabeculares com 70%
(hipocelular) e representacdo das trés séries. (ii) série granulocitica presente com parada de
maturacdo. (iii) série eritrocitica presente com relacdo G/E 2:1. (iv) série megacariocitica
presente com algumas formas atipicas e raramente agrupados. (v) Imunohistoquimica: P53
negativo. (vi) Achados compativeis com mielodisplasia.

A citogenética com padrdo masculino normal 46,XY.

A imunofenotipagem de medula 6ssea exibindo (i) série neutrofilica em baixissimo
percentual representada somente por promieldcitos, metamieldcitos, mieldcitos néo
apresentando mieloblastos CD34- nem formas maduras (bastdes e segmentados) (ii) percentual
das células progenitoras CD34+/MPO+ (comprometidas com a diferenciacdo a linhagem dessa
linhagem: (iii) expressdo aberrante de CD56+ em 15% dos mondcitos; (iv) linhagens
monocitica e linfocitica B em percentuais relativos aumentado. Esse aumento relativo pode

estar relacionado ao diminuido percentual dos neutrofilos na amostra.
Imunofenotipagem com alteracdes compativeis com mielodisplasia.

A analise das variantes revelou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindnima e benigna, bem como variante o gene
GATA2 éxon 3 NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sinbnima e benigna.
(Figura: 15 e 16)



Figura 11 — Heredograma da familia dos probandos 4 e 8.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a

6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos; linhas com triangulo aberto interligado significa gemelaridade.
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Figura 12 — Eletroferograma do probando 4.
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Evidencia a variante no gene GATA2 éxon2 NM_032638.5(GATAZ2):¢c.15C>G (p.Pro5=) sindbnima e benigna no probando 4.

Figura 13 — Eletroferograma do probando 4.
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Eletroferograma evidenciando a Variante Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 4.



Figura 14 — Eletroferograma do probando 8.
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Eletroferograma evidenciando a Variante Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATA?2):c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 8.
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Figura 15 — Eletroferograma do probando 8.
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Eletroferograma evidenciando a Variante Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 8 .
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P9, masculino, 61 anos foi encaminhado & hematologia para investigacdo de
plaquetopenia. E filho de pais consanguineos (primos de primeiro grau).

Paciente relatou ser portador de cardiomiopatia hipertrofica assimétrica obstrutiva e que fora

submetido a miectomia com implante de marcapasso.

O hemograma da admissdo revelou HTC: 47,2%, VGM: 97 fL, HGB: 15,7g/dL, LEU:
6870 mm?3, SEG: 57,3%. PLQ: 106000 mm?,

O laboratdrio de seguimento apresentou HTC: 45%, LEU: 7600 mm?, PLQ: 117000
mm?, SEG: 4484 mm?, LIN: 1976 mm?3, VCM: 92 fL.

A bidpsia demedula dssea revelou (i) medula normocelular, (ii) setor eritroide com
maturacdo normal. (iii) Setor granulocitico maturacdo normal até fases finais de maturacéo.
(iv) Setor megacariocitico com numero reduzido, caracterizado por micromegacariocitos

hipolobulados. (v) Auséncia de blastos. Achados compativeis com mielodisplasia.
A avaliacdo citogenética nao foi possivel pois ndo foram obtidas metéafases para analise.
Historia familiar: (Figura: 19)

O irmdo com cancer de pele e cardiomiopatia com necessidade de implante de
marcapasso. A tia faleceu de leucemia aguda aos 40 anos. A meia irmé, o tio materno ea irméa

foram diagnosticadas com céncer de pele.

A analise das variantes revelou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindnima, benigna; e variante de significado
indeterminado no gene RUNX1 éxon 9 NM_001754.5(RUNX1):c.1093G>A (p.Gly365Ser)

ndo sindnima em homozigose. (Figura: 20 e 21)
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Figura 16 — Heredograma da familia do probando 9.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnostico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 9
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Figura 18 — Eletroferograma do probando 9
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Eletroferograma evidenciando a Variante de significado incerto em homozigose no gene RUNX1 éxon 9 ndo sinénima / VUS NM_001754.5(RUNX1):¢c.1093G>A
(p.Gly365Ser) no probando 9.



Figura 19 — Eletroferograma do probando 9
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 9.
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P12, masculino, 16 anos, pardo foi encaminhado a hematologia para avaliacdo de
plaquetopenia de 82000 puL. O paciente negou tabagismo, etilismo e contato com produtos

quimicos. Sem historia de sangramento.

O exame fisico revelou habito marfandide (os pais tém estatura mediana) e 2 manchas

café com leite congénitas.

O hemograma de admissdo apresentava: HTC: 41,7%, HGB: 13,9 g/dL, LEUCO: 5600
x 10°% SEG: 3245 mm?®, VCM: 97,4 fL, PLQ: 82000 mm?,

A bidpsia de medula dssea evidenciou: (i) 11 espacos intertrabeculares, amostra ndo
subcortical, celularidade geral 30%, celularidade global diminuida para a idade; (ii) série
granulocitica com celularidade diminuida para a idade (iii) série eritrocitica com celularidade
diminuida para a idade cronologica, com retardo maturativo focal (iv) 1% de blastos,
distribuidos isoladamente (V) série megacariocitica com celularidade diminuida, presenca de
micromegacariécitos, megacariécitos binucleados pequenos, com nucleos separados, com
nacleo redondo, monolobulados e com presenca de distlrbio arquitetural (localizacdo

paratrabecular). Achados compativeis com mielodisplasia.
A citogenética em células de medula 6ssea mostrou cariétipo 46,XY [20].

A andlise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna. (Figura: 24)

Historia Familiar: (Figura: 23)

O paciente era filho de pais ndo consanguineos. O pai apresentava também
plaquetopenia, a irm& com plaquetopenia e sangramento e segunda irmad com leucopenia. Um
Primo com plaquetopenia e outro primo paterno com retardo mental. Avo paterna tinha histéria

de cancer de mama. Uma prima com trombose venosa profunda. Uma tia com cancer de Utero.

KNC, feminina, 22 anos, parda irma ndo gemelar do probando foi encaminhada a

hematologia para avaliacdo de plaquetopenia, anemia ferropriva e metrorragia.

O hemograma da admisséo evidenciou: HGB: 8,8 g/dl, HTC: 29%, VCM: 69 fL, RDW:
19,9%, LEU: 5500 x 10°, PLQ: 122000 mm?,

Em exames anteriores verificava-se plaquetopenia discreta de 120000 mm? e deficiéncia

de ferro provavelmente relacionado a metrorragia.
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O exame fisico encontrava-se normal. Foi iniciada reposi¢do de ferro e encaminhada
para avaliacdo ginecoldgica no intuito a implementar anticoncepcional sem pausa.
Houvereversdo da anemia ferropriva como mostra 0 hemograma subsequente. HTC: 35%,
VCM: 76,80 fL, LEU: 4600 x 10° SEG: 67%, LIN: 19%, MONO: 9%, PLQ:143000 mm?®

A biopsia de medula apresentou: (i) 6 espacos trabeculares, amostra ndo subcortical,
celularidade global 50% , celularidade diminuida para a idade cronologica (ii) série
granulocitica com celularidade diminuida (iii) série eritrocitica com celularidade diminuida;
presenca de disturbio arquitetural com a presencga de agrupamentos/ colénias com 20 células
nucleadas, presenca de formas jovens (proeritroblastos) (iv) série granulocitica com maturacéo
megaloblastica, blastos < 1% distribuidos isoladamente (v) série megacariocitica com
celularidade diminuida, com caracteristicas displasicas (micromegacariocitos, hipercromaticos,

hipolobulados). Achados compativeis com mielodisplasia.

O mielograma observou-se micromegacariécitos, megacariécitos hipogranulares e

alteracdes displasicas em série mieloide.
A citogenética em células de medula 6ssea mostrou cariotipo 46,XX [20].

A imunofenotipagem analisou 100000 células. (i) Viabilidade estimada 88,7%. (ii)
Série Mieloide com maturacgdo a neutrofilos: 68%, sendo: 1%, promieldcitos: 4,9%, mieldcitos
28,5% metamieldcitos 35,4% neutrdfilos 30%. (iii) Presenca de assincronismo maturativo.
Maturacdo a monacitos 5,2%. (iv) Série eritroide 8,3%. (v) Diferenciacdo linféide B néo
observada. Células NK 1%. (vi) O perfil imunofenotipico compativel com a presenca de

displasias no setor mielGide.



Figura 20 — Heredograma da familia do probando 12.

100

-
=

11 12
Ca Mama
11 nz2 13 4
_Ca Plaguetopenia
Utero
1 I_;H nz2 1n3 14
T™P SMD SMD Leucopenia
18a 22a
s 2
Autismo

Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos

significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a

6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 21 — Eletroferograma do probando 12.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATAZ2 éxon 2 sinbnima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 12.
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P13, masculino, quinze anos, pardo encaminhado & hematologia para investigacdo de
sindrome purpurica observada nos ultimos seis meses chegando a ter plaquetas de 9000 mm?,
A investigacdo de dengue foi negativa. Ndo necessitou de tratamento e evolui para remissdo
parcial chegando a plaquetas 100000u/L. O exame fisico apresenta baixa estatura. Foi

diagnosticado como portador de ceratocone.

O hemograma da admissdo evidenciava HTC: 45,2%, PLQ: 100000 mm?, LEU: 4000 x
mm?, SEG: 2240 x mm?®,

A bidpsia medula 6ssea era representada por (i) cerca de 70% de tecidos hematopoiético
(levemente hipocelular) com presenca de elementos das trés séries (eritroide, granulocitica e
megacaridcitos) (ii) ALIP presente, focal, em areas ndo trabeculares e em localizacdo néo
perivascular. (iii) Fibrose ausente. (iv) Displasia eritroide ndo observado. (v) Displasia
granulocitica presente e leve. (vi) Displasia megacariocitica presente mais acentuada. (vii)

Achados compativeis com mielodisplasia.

A Imunofenotipagem apresentava (i) células vidveis da ordem de 75%. (ii) Maturagdo
a neutrofilos: 76,7%, eritoblastos: 5,2%, eosinéfilos, 1,4%, mondcitos: 4,4%, (iii) linfocitos
totais: 11,6%, linfdcitos T: 6,9%, células NK: 2,7%, linfocitos B maduros: 1,2%, precursores
de células B: 0,8%, (iv) células CD34+ mieloides: 0,7%, sendo MPO:0,3%. (v) Concluso:
amostra de medula reacional. Nao foram encontradas células compativeis com leucemia aguda,

nem padrBes aberrantes de maturacao que sugerissem sindrome mielodisplasica.
A citogenética em células de medula 6ssea mostrou caridtipo 46,XX [20].

A anélise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATAZ2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna. (Figura: 26)

Historia familiar: (Figura: 25)

O irmao mais novo apresentou episddio de epistaxe espontanea e plaquetopenia. O tio
materno e tia materna tinham histéria de plaquetopenia, mas sem diagndstico estabelecido. Avo
materna faleceu de cancer de estdmago. Atualmente, o paciente permanece sem queixas ou

sangramentos e é mantido em observagdo ambulatorial sem uso de medicacao.



Figura 22 — Heredograma da familia do probando 13.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematologicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncolégicas; simbolos
brancos significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo

que veio a 6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 23 — Eletroferograma do probando 13.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 13.
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P14, paciente masculino, 14 anos foi encaminhado & hematologia pediatrica para
avaliacdo de plaquetopenia. Tinha histdria de parpura trombocitopénica idiopatica desde os 12
anos de idade. Nunca foi necessario usar medicacdo especifica para tratamento de
plaquetopenia. Apresenta perfil hemorragico com sangramento nasal e gengivorragia. Realizou
procedimento cirdrgico (vasectomia) com intenso sangramento local apesar de apresentar
plaquetas de 130000.

O hemograma da admisséo revelou HGB: 15,2 mg/dL; HTC: 45%; LEUCO: 5250 mm?
; SEG: 3130 mm?®; PLQ: 10000 mm?,

A bidpsia de medula ndo obteve material suficiente para analise.
A citogenética ndo apresentou mitose.

A imunofenotipagem néo identificou padrao de mielodisplasia e nem de leucemia aguda

ou cronica.

As sorologias para hepatite B e C foram negativas.

Né&o foram identificadas variantes nos genes analisados.
Histdria familiar: (Figura: 27)

Era filho de pais ndo consanguineos. Avd materno faleceu carcinoma epidermdide
moderadamente diferenciado de hipofaringe e o irmdo apresentou surdez neurossensorial

congénita.



106

Figura 24 — Heredograma da familia do probando 14.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos
brancos significam individuos nao afetados; Dx significa idade do diagnostico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo
que veio a 6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.
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P15, feminina, 57 anos foi encaminhada & hematologia para avaliagéo de plaquetopenia.
A paciente tinha histdria de hipertensdo e diabetes tipo 2.

O hemograma da admisséo revelou: HTC: 34,1% HGB: 12 g/dL, VCM: 97, Leuco: 1590
mm?3, SEG: 1019mm?3, PLQ: 42000 mm?,

A paciente realizou avaliacéo de plaquetopenia em EDTA: 76,000 L, Citrato: 60,000
pL e Heparina: 55,000 pL. Na ldamina do sangue periférico foram descritas macroplaquetas. A
paciente relatou episddios de epistaxe. A rinoscopia evidenciou ectasia vascular.

A paciente relatou episodios de epistaxe. A rinoscopia evidenciou ectasia vascular.
Aguele momento a pesquisa de sorologias para hepatite B, C, Anti-HIV 1 e 2, VDRL foram
ndo reativos. O US abdominal estava normal bem como as provas de funcéo hepética.

Apds 6 anos a paciente evoluiu com hemorragia digestiva alta. A Endoscopia digestiva
alta descreveu gastropatia hipertensivo portal intensa e varizes esofagianas, mostrou gastropatia
hipertensiva portal intensa e bulbite erosiva. A paciente evoluiu com ascite volumosa e
hemorragia digestiva, insuficiéncia hepatica, cirrose hepatica CHILD B7. As sorologias para
hepatite B, C e HIV 1 e 2 permaneciam negativas. O novo US de abdémen revelou um figado
reduzido de tamanho, esplenomegalia de 16 cm e ascite. Diagndstico compativel com esteato
hepatite ndo alcdolica de etiologia ndo determinada.

A analise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindbnima e benigna. (Figura: 29)

Histdria Familiar: (Figura: 28)

A mae faleceu de leucemia aguda aos 72 anos. A tia faleceu de cancer de Utero.



Figura 25 — Heredograma da familia do probando 15:
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a

6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 26 — Eletroferograma do probando 15.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 15.
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P17, feminina, aos 7 anos foi encaminhada a hematologia para avaliacdo de
plaquetopenia. A mée relatou que durante a gravidez ndo houve intercorréncias e o parto foi
normal. A crianga ao nascer apresentou cianose no pos-parto. Além disso, foi diagnosticada
com estenose pulmonar grave, BAV de primeiro grau com BRD. Foi submetida a

valvuloplastia pulmonar no periodo neonatal sem intercorréncias.

Foi investigada para Doenca de Von Willebrand que se mostrou sem alteracdo. O Fator
de Von Willebrand: 90,4%, Fator VIII: 130,6%, Cofator de ristocetina: 79,2%. Agregacédo
plaquetaria normal (ADP, adrenalina, colégeno, ristocetina, &cido aracdonico e espontanea).

O hemograma inicial na hematologia revelou HTC: 42 %, SEG: 63% LIN: 28%, LEU:
9600; PLQ: 32000 mm?. Observou-se presenca de plaquetas gigantes. INR 1,15.

A avaliacdo pela reumatologia observou FAN negativo e ANTI-DNA positivo. Foi

entdo iniciado Hidroxicloroquina 400 mg/dia.

A paciente apresentou dificuldade de aprendizado. Evoluiu com 2 crises convulsivas
tratadas inicialmente com fenobarbital e a seguir substituido por Depakene para evitar piora da

plaguetopenia.

A paciente durante a adolescéncia apresentou metrorragia volumosa. A avaliacdo pela
ginecologia ndo revelou anormalidades que pudessem explicar o quadro. Foi entdo iniciado

anticoncepcional oral continuo para controle de metrorragia.

O Eco ndo havia obstrucdo na artéria pulmonar, insuficiéncia de valva pulmonar
rmoderada a importante. Ventriculo Direito aumentado com fun¢do normal. Foi mantida sem

medicacdo cardiologica.

A biopsia de medula éssea revelou (i) medula 6ssea hipocelular (ii) Hiperplasia de
megacaridcitos (iii) discreta hiperplasia granulocitica e eritrocitica. (iv) Presenca de dismorfias

acentuadas em megacariocitos e leves em granulocitos.

A anédlise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna. (Figura: 31)

Histdria familiar: (Figura: 30)

Uma prima materna com plaquetopenia e verrugas, um tio materno faleceu de cancer de

pulmé&o aos 48 anos, avo materna teve cancer de cabeca e pescoco, tio materno faleceu de cancer



111

de pulmé&o aos 48 anos, prima implantou stent coronariano aos 15 anos e a mae portadora de

albinismo faleceu de cancer de pulméo.

O filho recém-nascido teve plaquetopenia ao nascer que se resolveu apds suspensédo do

aleitamento materno. Esse episodio foi creditado ao uso de anticonvulsivante pela mée.



Figura 27 — Heredograma da familia do probando 17.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a

6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.



Figura 28 — Eletroferograma do probando 17.
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Eletroferograma evidenciando a Variantedo gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 17.
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P18, feminina, aos dois anos e cinco meses foi encaminhada & hematologia para
investigar anemia, neutropenia associada a alergia alimentar e atraso global do

desenvolvimento.

A mée relatou que desde o quinto dia de vida a paciente apresentou diarreia aquosa com
sangue com até trinta episédios diarios, associados a vémitos em jato em grande quantidade
apos a alimentacdo, broncoespasmo com secrecdo abundante branca e hialina. O

broncoespasmo piorou com o inicio da ingesta de leite em po artificial.

A paciente foi internada sete vezes por pneumonia, com necessidade de suporte de
terapia intensiva, associada a neutropenia febril e sindrome anémica grave com necessidade de

suporte transfusional.

O hemograma da admissao revelava: HGB: 9,1 HTC: 28%, VCM: 99, LEUCO: 2400
mm?3, SEG: 192mm?3, PLQ: 211000.

Os hemogramas seriados subsequentes afastaram neutropenia ciclica.

Ao exame fisico havia uma mancha café com leite em abdémen, baixa estatura e atraso

global do desenvolvimento da linguagem e psiconeuromotor.

A crianca foi encaminhada para investigacdo de sindrome genética. O quadro era
compativel com o diagnéstico de Sindrome Shwachman-Diamond. A a 1 antitripsina era menor
que 0,10.

A biopsia de medula dssea evidenciava (i) diminuicdo das trés séries hematopoiéticas
com 50% de tecido adiposo. (ii) Presenca de micromegacariocitos em meio a outros
apoptéticos. (iii) acentuada diminuicdo granulocitica terminal. (iv) Presenca de precursores
granulociticos isolados esparsos fora da regido trabecular. (v) Coloragdo para ferro na medula:

ausente. (vi) Medula éssea com achados compativeis com mielodisplasia.

O mielograma evidenciava (i) medula 6ssea normocelular. (ii) setor megacariocitico:
normal. (iii) setor eritroide: 14% megaloblastico. (iv) setor mieloide: 61%, megaloblastico e
com parada maturativa em metamielocito. (v) setor linfoide: 25%. (vi) Relacdo
mieloide/eritroide: 4.3. (vii) medula 6ssea com alteragcbes megaloblasticas de setor mieloide e

eritroide comparada maturativa em metamielocito.
A citogenética em células de medula 6ssea mostrou cari6tipo 46,XX [20].

A imunofenotipagem apresentou achados compativeis com mielodisplasia.
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O sangue periférico apresentou (i) anisopoiquilocitose, microcitose, macrocitose 2+,
raros esquizocitos. (ii) leve policromasia. (iii) Plaquetas morfologicamente normais. (iv)
neutrofilos com morfologia de pseudo Pelger-Huet. (v) Presenca de duas células caracteristicas

imaturas, cromatina frouxa, nucléolos evidentes, citoplasma abundante.

Foi iniciado Fator de Crescimento de Coldnia de Granulécito (GCSF) duas vezes por
semana com normalizacdo temporaria da contagem de leucdcitos e neutréfilos (LEU: 4210
mm?, SEG: 1530 mm?®).

LPC, feminina, sete anos e onze meses, meia irma paterna de P18 foi encaminhada a
pediatria para investigacdo de telarca e pubarca precoce. A méae relatava que surgiram pelos
longos havia um ano. Ao nascer apresentou ictericia tratada com fototerapia, permaneceu

internada na UTI por onze dias.

Apds quatro meses da avaliacao inicial ndo houve progressdo dos estagios de Tanner e
nas consultas subsequentes evoluiu com puberdade fisiol6gica. Sendo estabelecido o

diagndstico de puberdade precoce.
Foi encaminhada a hematologia para investigacdo de neutropenia.
Os hemogramas subsequentes seriados afastaram neutropenia ciclica.
Ao exame fisico havia duas manchas café com leite.

A biopsia de medula evidenciou (i) medula dssea hipocelular, 50% de tecido adiposo
com relacdo G:E mantida com formas maduras. (ii) raras células imaturas no intersticio. (iii)

alguns megacaridcitos atipicos e hipolobulados e hipercromasia.

O Mielograma apresentou-se (i) levemente hipocelular. (ii) Setor eritroide e
granulocitico: preservados, eosinofilia discreta. (iii) Setor megacariocitico com presenca de

micromegacariocitos.
A citogenética apresentou padrao feminino normal 46,XX.

A morfologia do sangue periférico apresentou atipia linfocitaria sem alteragbes nos

granulécitos.

A Imunofenotipagem apresentou alteracfes que poderiam ser decorrentes de sindrome
mielodisplasica, mas que poderiam ser encontradas em medula 06ssea em regeneragdo pos-

infeccdo ou reacional.
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A segunda bidpsia de medula encontrava-se hipocelular.

N&o se conseguiu, por razdes técnicas, sequenciar o gene GATA2 e RUNXL neste

probando.
Histdria familiar: (Figura: 32)

A meia irmd apresenta neutropenia cronica ndo ciclica. A mée tem historia de dois
abortamentos no primeiro trimestre de gravidez. E portadora de hipertireoidismo desde os
dezoito anos e sindrome disabssortiva em investigacdo para SSD.O avé paterno faleceu de
cancer de pancreas aos 52 anos. 111 fibrose pulmonar. 115 cancer de pele 117 faleceu de cancer

de Utero aos 32 anos 1111 baixo peso 1115 baixo peso e baixa estatura.



Figura 29 — Heredograma da familia do probando 18.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
Obito; diamante com numero no interior significa nimero de filhos.
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P20, feminina, 5 anos, foi encaminhada a hematologia para investigacao plaquetopenia.
N&o relatou histdria de sangramento.

O hemograma evidenciou HGB: 12,4 g/dL, HTC: 37,6 %, LEU: 6980 mm?®
(0/1/0/0/43/48/8), PLQ: 103.000 mm?.

A biopsia de medula dssea apresentou (i) 60-70% de celularidade com distribuicao
topogréfica e maturacdo nas linhagens eritroide e mieloide. (ii) Presenca de megacariocitos com
alterac6es (hipolobulados, micromegacaridcitos e grupamentos anémalos). (iii) Sem alteragdo
de fibras reticulares. N&o evidenciado necrose ou fibrose. (iv) O quadro compativel com

mielodisplasia.

A Citogenética ndo apresentou metafase. O FISH foi negativo para monossomia do

cromossomo 7.

Imunofenotipagem: Medula 6ssea com distribuicdo celular exibindo: (i) linhagem
monocitica exibindo assincronismo maturativo (ganho precoce de CD14 desde as formas
imaturas), (ii) percentual elevado de células precursoras mieloides comprometidas comn a
linhagem neutrofilica (CD34+/CD13+) (iii) série eritrdide exibindomegaloblastose e

assincronismo maturativo. Achados compativeis com mielodisplasia.

A andlise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindbnima e benigna. (Figura: 33)

Historia familiar: (Figura: 32)

A mie apresentava plaquetopenia (46000 mm®). O tio-av paterno com plaquetopenia.
A avo materna faleceu de cancer de mama aos 49 anos. A prima materna de segundo grau com

plaguetopenia.



Figura 30 — Heredograma da familia do probando 20.

119

O

mn nz
! O
11 n2 3
Plaguetopenia
Dg Tirecidiana
i
1
v
A v
SMD

11 12
14 s nr
Ca Mama
DX 49a
mr
2 Plaguetopenia

Plaguetopenia

Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a

6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 31 — Eletroferograma do probando 20.
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Evidencia variante do gene GATA2 éxon 2 NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindnima e benigna no probando 20.
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P22, feminina, 83 anos, foi encaminhada a internacdo na clinica médica para
investigacdo de sindrome consumptiva, astenia, alteracdo de habito intestinal e anemia. A
admissdo evidenciava sindrome anémica com HTC: 10% e HGB: 3,3 g/dL. N&o havia sinal de

exteriorizacdo de sangramento.

Tratava-se de paciente hipertensa, diabética insulinodependente e coronariopata. Com
historia de carcinoma folicular de tireoide tratada com tireoidectomia total, cancer de mama
tratado com radioterapia e quimioterapia aos 73 anos. Realizou transplante de cornea esquerda
e mastectomia direita. Negou infarto do miocardio ou acidente vascular cerebral prévios.

Realizou cateterismo cardiaco, mas néo sabia informar se foi realizada angioplastia.

A paciente foi encaminhada a hematologia para investigacdo de anemia macrocitica e

leucopenia.

A investigacdo para sindrome anémica evidenciou anemia macrocitica, reticulocitos de

0,9 com auséncia de sinais de hemalise e cinética de ferro normal.

A endoscopia digestiva alta revelou pangastriste enantematosa leve e a tomografia de
abdome e térax sem alteracdes sugestivas de neoplasia. USG com leve hidronefrose esquerda

e vesicula biliar repleta de calculos.

Os exames laboratoriais: VHS: 138 mm, Reticuldcitos: 1,5% HGB: 6,8 g/L, HTC:
21%, VCM: 109, LEU: 2560 x 10°/L, SEG: 2188, PLQ: 186000 x mm?, INR: 1, Ferro: 151
pmol/, TBIC: 201 mcg/dL, Ferritina: 725,1 pmol/L, haptoglobina: 196 mg/dL, B12: 2000
pmol/L, Acido Félico: >20 ng/, LDH: 341 U/L.

O quadro clinico era sugestivo de anemia refrataria. A bidpsia de medula ndo foi

realizada pela extrema fragilidade da paciente.

A paciente foi mantida com suporte transfusional e Eritropoietina 20.000 ui/semana que
foi aumentada para 40.000ui/semana com pouca resposta. A paciente manteve-se com alta
dependéncia transfusional e veio a falecer de disfuncdo de multiplos 6rgéos e sistemas aos 86

anos.

A analise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2): ¢.15C>G (p. Pro5=) sindnima e benigna. (Figura: 35)

Histdria familiar: (Figura: 34)

A probando com anemia refrataria, cancer de mama e carcinoma folicular de tireoide.
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O irmdo ll1faleceu de cancer de anus aos 60 anos, 112 faleceu de ma formacé&o cardiaca,
113 faleceu de mé formacé&o cardiaca, 114 teve cancer de rim, 118 apresentava plaquetopenia, 1111
apresentava anemia e surdez, 1114 apresentava plaquetopenia, IV 4 apresentava perfil

hemorragico e 1V8 apresentou Linfoma de Hodgkin.
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Figura 32 — Heredograma da familia do probando 22.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos

significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos.



Figura 33 — Eletroferograma do probando 22.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 22.



125

P23, feminina, oito anos, branca, foi encaminhada a hematologia para investigacao de
plaquetopenia e metrorragia. A paciente nasceu sem anormalidades e com um més apresentou
pneumonia grave com necessidade de internacdo em UTI. Evoluiu com duas paradas cardiacas

e encefalopatia andxica que resultou em sequelas motoras. Ndo houve sequelas cognitivas.

A paciente fazia uso de anticoncepcional injetavel orientado pelo pediatra para controle
da metrorragia. O hemograma apresentava HGB: 13,9 mg/dL, HTC: 43,2%, Leuco: 14800
mm?3, SEG: 8800 mm?, PLQ: 38000 mm?.

A primeira biopsia de medula dssea realizada revelou (i) presenca de 3 séries
hematopoiéticas em proporcdes habituais (ii) alguns megacariocitos evidenciavam alteragdes

da lobulacéo.

O mielograma apresentava (i) medula 6ssea hipocelular (ii) presenca de megacariocitos.

Relacdo G:E: 1: 5,16. (iii) Maturacdo sequencial. (iv) Hipoplasia do setor eritrdide.

A segunda biopsia de medula dssea apresentava (i) 7 espacos intertrabeculares, (ii)
hipocelular, com 50% de celularidade. (iii) Série megacariocitica: normocelular, com atipias
nucleares (nucleos hipolobulares e separados) (iv) Presenca de micromegacaridcitos e alguns
micromegacariécitos agrupados. (v) Setor eritroide: discreta hipoplasia, maturacdo focal
megalobléstica, por vezes com agrupamentos com mais de vinte células. (vi) Setor granulocitico
com discreta hipoplasia. Relacdo G:E: 2:1. (viii) CD34+ 1-2%. (ix) P53 negativo. (x) Reticulina

negativa (xi) achados compativeis com mielodisplasia.

A Imunofenotipagem apresentou-se (i) sem infiltracdo leucémica com poucos
precursores mieldides e linféides (dilucional?), (ii) diminuicdo relativa do setor linfoide B

(achado incomum em PTI).
A citogenética em células de medula 6ssea mostrou caridtipo 46,XX [20].

A paciente realizou primeiro curso de corticdide com boa resposta, mas houve queda
logo a seguir. No ano seguinte realizou novo curso de corticoide houve resposta parcial com
subsequente perda da resposta. Como havia recebido vacina ha 7 dias e teve infec¢do de via

aérea superior foi reiniciado corticoterapia.

A paciente teve pequena lesdo infecciosa cutanea (abcesso) em mama tratada com
ciprofloxacina. O hemograma dessa ocasiéo revelava HTC: 37,5%, VGM:80,8 fL, PLQ: 22000
mm?3, VMP: 10,2 fL, Leuco: 8800 mm?® ,SEG: 54% LIN: 29%. Ap6s 10 dias evoluiu com

plaguetopenia grave e sangramento espontaneo. A investigacao diagnostica revelou coinfeccéo
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pelo Parvovirus B19 e Covid 19 que foi tratada com dois ciclos de imunoglobulina humana,
corticoide e anticoncepcional oral. Apds este tratamento o hemograma era: HTC: 42,4%, LEU:
16.00 mm?, SEG: 68%, LIN: 29%, MONO 15%, PLQ: 111000 mm?,

A anélise das variantes observou-se a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindbnima e benigna. (Figura: 37)

Histdria Familiar: (Figura: 36)

A mae apresentava discreta plaquetopenia no hemograma: HTC: 36,9%, VGM: 80,6
fL, PLQ: 173000 mm?3, LEU: 10200mm?3, LIN: 38%. A avO apresentava historia de
plaquetopenia e bocio mergulhante. A tia avé materna com cancer de mama. Uma prima
materna de segundo grau falecida aos 8 anos de cancer de figado. A avo paterna faleceu de
cancer de pulmao. O tio avo faleceu de cancer de estdmago, tia avé faleceu de cancer de Utero,

tio avo faleceu de cancer de intestino e prima faleceu aos 52 anos de cancer de mama.

Um tio com discreta plaquetopenia e doenca do coracdo: HTC: 40,9%, HEM: 4600000,
HGB: 13,1 g/dL; LEU: 9600 mm?; PLQ: 166000 mm?®, EOSINO: 3%; BASTAO: 2%; SEG:
83%; LIN: 11%; MONO: 1%.
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Figura 34 — Heredograma da familia do probando 23.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com ndmero no interior significa ndmero de filhos. CIA: comunicacéo interatrial; CMV: infeccdo pelo Citomegalovirus.
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Figura 35 — Eletroferograma do probando 23.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene GATAZ2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 23.
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6.1.2. GrupoB

Este grupo foi formado por pacientes referenciados para investigar e tratar neoplasias
hematoldgicas como linfomas, mieloma mdltiplo, leucemia aguda e doencas
mieloproliferativas (sindrome hipereosinofilica). Durante o curso do acompanhamento
verificou-se a presenca de familiares portadores de doengas hematologicas.

P2, feminina, 44 anos, foi encaminhada a hematologia para investigacédo de eosinofilia

(6000/mm?) associada a pneumonia de repeticio com 17 anos de evolugao.

A paciente foi fumante passiva por muitos anos (néo sabia precisar exatamente quantos

anos).

A radiografia de torax evidenciava condensacdo ndo-homogénea de lobo superior
direito e nodulos pulmonares bilaterais. A tomografia de térax evidenciou leséo intersticial
difusa, com bandas parenquimatosas nas bases, espessamento dos septos interlobulares, areas
de opacidade em vidro fosco esparsas e sobretudo subpleurais. Pequenos nddulos esparsos em

ambos os pulmdes. Linfonodos mediastinais menor que 1 cm e outro para-aortico de 1,6 cm.

A prova de funcdo respiratéria revelou disturbio ventilatorio restritivo leve, capacidade
de difusdo do monoxido de carbono normal. O exame parasitologico foi positivo para
estrongildides.

Realizou biopsia pulmonar compativel com pneumonia eosinofilica. Fez uso de

prednisona 20 mg por 4 meses com boa resposta clinica.

A Tomografia de Tdérax ap0s o inicio da corticoterapia mostrou reducéo das dimensdes
das maltiplas opacidades com densidade de partes moles, outras em vidro-fosco, de contornos
irregulares, algumas associadas a areas em vidro fosco no paréngquima pulmonar adjacentes,
difusamente distribuidas em ambos os pulmdes. N&o foram caracterizadas consolidacfes e

houve reducgéo das areas de infiltrado em vidro fosco.

A paciente foi mantida em acompanhamento conjunto com a pneumologia em uso de
doses variaveis de prednisona via oral (10 a 40 mg) e corticoide inalatério e permanece sem
sinais de exacerbacdo aguda com reversdo da hipereosinofilia. Observou que apos o inicio de
corticdide surgiram verrugas de dificil controle em maos. As lesdes permanecem mesmo apas

diminuig&o de dose do corticoide e s&o refratarias ao tratamento dermatolégico.
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HTC: 41,9%, VGM: 84,3fL, LEU: 9000 mm3, EOS: 0,5 mm?, PLQ: 279000 mm? e VMP:
6,9fL.

A bidpsia de medula revelava: (i) medula 6ssea normocelular, com 70% de celularidade,
(ii) setor eritréide com discreta hipercelularidade, maturacdo normoblastica, (iii) setor
granulocitico normocelular, maturacdo preservada, relacdo G: E 4:1, (iv) setor megacariocitico
normocelular, megacariécitos mononucleados; o CD61 revela presenca de grupamentos de
megacaridcitos, micromegacariocitos; (v) reticulina MF0. CD34: 1% isolados, auséncia de

ALIP, auséncia de fibrose, coloragdo Masson negativa.

A andlise das variantes verificou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATAZ2): ¢.15C>G (p. Pro5=) sindnima e benigna e no gene GATA2 éxon 3
NM_032638.5(GATA2): ¢.490G>A (p. Alal64Thr) ndo sindnima e benigna (Figura: 39 e 40).

Histdria familiar: (Figura: 38)

A mae foi diagnosticada com doenca mieloproliferativa. Inicialmente havia ddvida
diagnostica entre sindrome mielodisplasica e mielofibrose. A paciente evolui com LMA e

faleceu alguns meses depois por complicacdes da doenca.



Figura 36 — Heredograma da familia do probando 2.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos
brancos significam individuos nao afetados; Dx significa idade do diagnostico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo
que veio a 6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos .
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Figura 37 — Eletroferograma do probando 2.
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Eletroferograma evidenciando a Variante do gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 2.



Figura 38 — Eletroferograma do probando 2.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene Gata2 éxon 3 nao sinonima/ benigna NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 2.
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P6, masculino, 14 anos, branco, foi encaminhado a hematologia para investigacao de
massa mediastinal. A bidpsia revelou tratar-se de Linfoma de Hodgkin (esclerose nodular)

Estadiamento: I11A.

O hemograma de admisséo revelava HTC: 47%, SEG: 2200 mm?, LIN: 2000 mm? PLQ:
202000 mm?,

O paciente foi tratado com seis ciclos de quimioterapia composto por Doxorrubicina,

Bleomicina, Vimblastina, Dacarbazina (ABVD).
O paciente permanece em remissdo completa desde entao.

A andlise das variantes revelou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna e a variante no geneGATA2
éxon 3 NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sindnima e benigna. (Figura: 42
e 43)

Na historia familiar seu primo de primeiro grau (1112) teve o diagnéstico de leucemia

aguda aos 10 anos. (Figura: 41)
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Figura 39 — Heredograma da familia do probando 6.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 40 — Eletroferograma do probando 6.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene Gata2 éxon 3 néo sinonima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 6.
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Figura 41 — Eletroferograma do probando 6.
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Eletroferograma evidenciando a Variante do gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 6.



138

P10, masculino, 46 anos, branco foi encaminhado a hematologia para investigacéo de
pancitopenia. Relatou que evoluiu com cansaco, equimoses frequentes e gengivorragia nos
ultimos 6 meses. Foi submetido a extracdo dentaria e apresentou sangramento excessivo e dois
meses apoOs evoluiu com hematoma e sangramento abundante no local da extracdo. Foi

internado e iniciou-se suporte transfusional e infeccioso.
A investigacdo diagnostica revelou tratar-se de LMA M0/M1 CD7+.

A citoquimica revelou PAS difuso fraco, cloroacetato esterase fraco, naftil butirato

moderado compativel com LMA M4,

A Imunofenotipagem apresentou (i) 70% de células + para CD13, CD33, CD117, CD34
e HLADR. (ii) Fraco para CD7, CD11 e CD15. (iii) Negativo para CD14, CD8, CD2, CD19 e
CD20. (iv) Compativel com LMA MO0/M1 com CD7+.

A citogenética em células da medula 6ssea evidenciou caridtipo 46,XY [26].

A avaliacdo molecular do rearranjo BCR-ABL [t (9,22) ] multiplex negativo e nested

negativo.

O hemograma da admissdo HEM: 3,19 milhdes/uL, HGB: 8,4 g/dL, HTC: 26,2%,
VGM: 86,6 fL, LEU: 4430 x 10°, BASO: zero, EOS: zero, Promieldcitos: zero, Mieldcitos:
zero, SEG: 22%, LIN: 72%, mondcito 5%, PLQ:19800 mm?,

Iniciou tratamento quimioterapico para inducdo de remissdo de leucemia com
Citarabina e Daunorrubicina e alcangou remissdo parcial. A seguir foi tratado com quatro ciclos

de citarabina em alta dose e alcangou remissdao completa.

Apds oito meses evoluiu com recaida hematologica. Foi realizada reinducdo com dois
ciclos de FLAG-IDA. A analise imunofenotipica para pesquisa de doenca residual pos-

quimioterapia de reinducéo ndo observou o perfil LMA M0/M1.

Realizou transplante de medula 6ssea alogénico aparentado (irmdo). Dois anos apos 0

transplante foi verificado quimerismo total. O paciente permanece em remissao completa.

A andlise das variantes observou a presenca de 3variantes, a saber: no gene GATA2
éxon2 NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna; variante no gene
GATA2 éxon 3 NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sindnima e benigna,
bem como a variante no gene RUNX1 éxon 4 NM_001754.5(RUNX1):¢.303G>T (p.Vall01=)
sinbnima, benigna e provavelmente benigna. (Figura: 45, 46 e 47)
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Historia familiar: (Figura: 44)

A mée faleceu de cancer gastrico. O pai faleceu de cancer de prostata. Avé materna
faleceu de leucemia. Os trés tios faleceram de céncer, porém ndo soube informar o sitio

primario. O tio materno faleceu de linfoma. A irméd com descri¢do de baixa estatura (sic).



Figura 42 — Heredograma da familia do probando 10.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematoldgicas; simbolos hachurados significam individuos com doencas oncoldgicas; simbolos
brancos significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo

que veio a 6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos; Ca? Significa individuo falecido de cancer de sitio indeterminado.
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Figura 43 — Eletroferograma do probando 10.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene RUNX1 éxon 4 sindnima/ benigna/provavelmente benigna NM_001754.5(RUNX1):¢.303G>T (p.Val101=) no

probando 10.
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Figura 44 — Eletroferograma do probando 10.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATA2 éxon 2 sinbnima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 10.
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Figura 45 — Eletroferograma do probando 10.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene Gata 2 éxon 3 ndo sinonima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.490G>A (p.Alal64Thr) no probando 10.
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P16, feminina, 64 anos foi internada para investigagcdo de bicitopenia, hematémese,
epistaxe e sindrome consumptiva. A paciente evoluira nas Ultimas semanas com insuficiéncia
renal estagio V. A paciente tinha histdria de hipertensdo e diabetes ha 30 anos em tratamento

regular.

O laboratério da admissdo evidenciava HGB: 6,5 HTC: 20,3%,LEU: 14800 x 10° /L,
BASTAO: 2%, SEG: 76 %, PLQ: 83000 mm?, INR: 0.8, Ureia: 120 mg/dL, CREA: 3,90 mg/dL,
proteinas totais: 7,2 g/dL, albumina: 2,5 g/dL, globulina: 5,4 g/dL.

A eletroforese de proteinas evidenciou pico monoclonal na fracdo gama, agregando
31,2% e proteina monoclonal de 2,48 g/dL.

A imunoeletroforese revelou presenca de bandas monoclonais frente ao antissoro cadeia
leve lambda. O diagndstico era compativel com mieloma multipla cadeia leve lambda. O

inventario 6sseo sem evidéncia de fratura patoldgica.

Iniciou-se entdo tratamento quimioterapico com esquema bortezomibe, ciclofosfamida

e dexametasona (VCD).

A eletroforese de proteinas séricas apds 4° ciclo de quimioterapia apresentou pico
monoclonal da fracdo gama agregando 11,9% com a proteina M: 0,87 g/dL.

Apobs o0 5° ciclo de VCD, a paciente evoluiu com linfonodomegalia em braco direito,
regido toracica, inguinal esquerda, moveis e indolores. A tomografia evidenciou
linfonodomegalia axilar esquerda, massa mediastinal 3,8 x 4.1 cm. Nodulos com densidade de
partes moles 3x2 cm subcutaneos em parede abdominal e pélvica, conglomerados inguinais 9,3

X 7 cm, pélvicos (17 x 10cm) fossa iliaca.

A nova eletroforese apresentou aumento da proteina M: 2,51 g/dL. A paciente foi

internada e evoluiu com insuficiéncia respiratoria, choque séptico refratario vindo a falecer.

A analise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna. (Figura: 49)

Histdria Familiar: (Figura: 48)

A filha faleceu aos 23 anos de leucemia aguda.
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Figura 46 — Heredograma da familia do probando 16:
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematoldgicas; simbolos hachurados
significam individuos com doencgas oncoldgicas; simbolos brancos significam individuos ndo afetados; Dx
significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva
individuo que veio a dbito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos; LA significa leucemia
aguda.



Figura 47 — Eletroferograma do probando 16.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 16.

Regido com interferéncia na fita senso teve confirmagdo na fita antissenso.
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P19, feminina, 64 anos, foi encaminhada a hematologia para avaliacdo de
linfadenopatia. Relatou que observou o surgimento de linfonodomegalia, perda de peso, febre

e sudorese nos ultimos seis meses 6.

A biopsia linfonodal realizada revelou tratar-se de LNH DGCB Ki-67: 60% e CD20+,
Ki67: 60%.

A paciente foi tratada com seis ciclos de R-CHOP com boa resposta clinica e diminuicao

da linfadenopatia.

Apds 4 meses de finalizado o tratamento quimioterapico, evoluiu com tosse, anorexia,
emagrecimento, febre, linfonodomegalias cervicais a direita, conglomerado linfonodal axilar

direita e regido lateral do térax a direita, axilar esquerda e aumento do volume abdominal.

A nova biopsia linfonodal revelou tratar-se de (i) LNH DGCB positivo para CD20, PAX
5 e MUM 1. (ii) Negativo para CD3, CD10 Ki67: 90%, (iii) favorecendo o subtipo células B
p6s-Centro germinativo células de ativadas.

Foi reiniciada quimioterapia com esquema R-CHOP. Desde entdo, permanece em

remisséo completa.

A andlise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindbnima e benigna. (Figura: 51)
Histdria Familiar: (Figura: 50)

A neta portadora é de sindrome de Noonan. A mée da probando faleceu secundariamente
a tumor intestinal. A tia materna faleceu de cancer de mama aos 42 anos. A sobrinha (1113) teve

cancer de cabeca e pescoco.



Figura 48 — Heredograma da familia do probando 19.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doencas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.



Figura 49 — Eletroferograma do probando 19.
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Eletroferograma evidenciando a Variante no gene GATA2 éxon 2 sindnima / benigna NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G (p.Pro5=) no probando 19.
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P21, feminina, 21 anos, foi encaminhada a hematologia para investigacdo de sindrome
anémica e purpdrica. A paciente relatou que havia 5 meses evoluira com astenia e cefaléia
frontal intensa. Durante a investigacdo observou-se pancitopenia e foi internada para

investigacdo, suporte transfusional e infeccioso.

A imunofenotipagem de medula Ossea era (i) representada por células blasticas
hipergranulares (ii) positivo para: CD33, CD13, CD117 e CD45. HLA-DR negativo (iii)
Marcadores de linhagem T e B negativos. (iv) Compativel com LMA-M3. O RT PCR
quantitativo para t(15,17) foi positivo confirmando o diagndéstico de leucemia promielocitica.

O hemograma de admiss&o: HEM: 3,71 M/ mm® HGB: 10,4 g/dL, HTC: 31,9 %, VGM: 86 fL,
LEU: 1,85 mm?, SEG: 54,5 mm?, PLQ: 235000 mm?.

A anadlise das variantes observou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATAZ2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna. (Figura: 53)

A paciente foi tratada inicialmente, em outro servigo, com dois ciclos de quimioterapia.
Posteriormente, realizado um ciclo com protocolo &cido-trans-retindico (ATRA) e idarrubicina.
Evoluiu com sindrome de diferenciacéo o que obrigou a suspensdo do ATRA temporariamente.
Ap0s a quimioterapia realizou segundo RT-PCR qualitativo que foi negativo para o gene PML-
RARA. A partir de entdo, foi iniciado esquema de manutengéo de longo prazo com purinetol,

metotrexate e ATRA por dois anos. Paciente encontra-se em remissao completa.
Historia familiar: (Figura: 52)

Esta familia apresenta uma rica agregacéo de doenca hematoldgica bem como de cancer
solido. Apesar de serem moradores do interior em uma pequena cidade do estado nédo foi

verificada a presenca de casamento conssanguineo.

O tio materno 111 3 evoluiu com plaguetopenia foi tratado com corticoide por dois anos
e faleceu de complicagdes sindrome infecciosa. A prima de segundo grau materna faleceu de
leucemia aguda aos oito anos. A familia tem casos de cancer de reto, 2 canceres de intestino,
rim, linfoma de Hodgkin, pulméo, 3 casos de plaguetopenia, sangramento, ma fprmacéo

cardiaca, nefrectomia sem causa determinada e anemia associada a surdez.



Figura 50 — Heredograma da familia do probando 21.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagndstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com nimero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 51 — Eletroferograma do probando 21.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATA2 éxon 2 sindbnima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 21.
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P11, feminina, 14 anos, encaminhada a hematologia para investigacdo de gengivorragia,

equimoses e metrorragia.

O hemograma da admissao revelava: LEU: 14500 mm?, SEG: 76%, LIN: 18,3%, HEM:
4,82 milhdes, HGB:12,4 g/dL, HTC: 37%, PLQ: 317000 mm3. A investigacdo diagndstica
revelou tratar-se de sindrome do pool plaquetario.

A andlise das variantes revelou a presenca de variante no gene GATA2 éxon 2
NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sindnima e benigna e variante no gene GATA2
éxon 3 NM_032638.5(GATA2): c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sindnima e benigna. (Figura:
55)

Historia familiar: (Figura: 54)

A filha da probando, parda, nascida de 37 semanas de parto cesariana por
trombocitopenia materna. A paciente apresentou alteragcdo no teste de triagem neonatal com o
TSH 10,2 mU/L. Aos quatro anos a mée notou dificuldade de marcha, fala, alteracdo
morfoldgica nos olhos, denti¢do, mastigacdo, auséncia de controle esfincteriano, sem relato de

crise convulsiva ou sangramentos.

A paciente foi encaminhada ao endocrinologista aos 21 dias de vida para investigacao

de hipotireoidismo que ao final ndo evidenciou anormalidades na funcdo tireoidiana.

O servico de genética identificou atraso no desenvolvimento de linguagem e
neuropsicomotor, obesidade e cardiopatia congénita. A avaliacdo Citogenética constitucional
evidenciou cariétipo 46 XX (D7Z1 x 2, WBS x 1) microdelecdo da regido 79q11.23.

Foi diagnosticada como portadora de Sindrome de Williams associado a

hipotireoidismo subclinico.

O hemograma estava normal com HGB: 13,2 g/dL, HTC: 40,2%, LEU: 9060 mm?,
SEG: 2770 mm?3, VGM: 82,9 fL, PLQ: 384000 mm?.

O ECO evidenciou estenose de valva supra adrtica e estenose pulmonar leve.

A paciente permanece em acompanhamento multidisciplinar nos servigcos de genetica,

endocrinologia, nutricdo e cardiologia. Sem fendtipo hemorrégico.

A irmé& da probando apresentava metrorragia. Tia materna também com metrorragia.

Av0 materna portadora de condicéo genética com plaquetopenia cronica.
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Na familia paterna a avo com sindrome purpurica. Tia avo era bipolar. (Figura: 54)



Figura 52 — Heredograma da familia do probando 11.
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Simbolos preenchidos (preto) representam individuos com doengas hematolégicas; simbolos hachurados significam individuos com doengas oncoldgicas; simbolos brancos
significam individuos ndo afetados; Dx significa idade do diagnéstico; 1 idade de falecimento; a seta significa o probando; simbolo cortado signifiva individuo que veio a
6bito; diamante com ndmero no interior significa nimero de filhos.
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Figura 53— Eletroferograma do probando 11.
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Eletroferograma evidenciando a Variante GATA2 éxon 2 sindbnima / benigna NM_032638.5(GATAZ2):¢.15C>G (p.Pro5=) no probando 11.
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7. DISCUSSAO

As DHF sédo doencas que ganharam visibilidade ap6s a revisdo de WHO de 2016 em
que se apresentaram as bases genéticas da sua ocorréncia (ARBER, ORAZI, et al., 2016). Nosso
trabalho contribuiu na identificacdo de pacientes e familias com histdria clinica e laboratorial
compativel com a presenca de fatores hereditarios na fisiopatologia do quadro onco-

hematoldgico.

Com isso, trouxemos a discussdo que a DHF € uma realidade que impacta na pratica
clinica cotidiana, pois traz mais um elemento na interpretacdo de citopenias discretas que
acontecem simultaneamente dentro de um grupo familiar. Ao mesmo tempo, a identificacdo da
coexisténcia de casos de doencas hematoldgicas na mesma familia auxilia na tomada de decisao
com relacdo aos protocolos adequados de TMO, realizacdo de procedimentos cirirgicos

(esplenectomia em casos de PT1 refrataria) e mesmo administracao de anticorpos monoclonais.

Ao manter alta suspeicao clinica para os achados de DHF identificamos 22 familias com
quadro clinico compativel com DHF que, de outro modo, poderiam passar desapercebidas ja

gue € uma patologia subdiagnosticada.

A conduta de oferecer aos pacientes portadores de sindrome hereditaria predisponente
como o cancer de mama e de célon, estreita vigilancia clinica, a despeito de ndo se identificar
marcadores genéticos especificos, estd consolidada. Estes pacientes e seus familiares séo
acompanhados clinicamente com protocolos bem estabelecidos ao longo da vida no intuito de

prevenir e tratar precocemente possiveis agravos.

As diretrizes sobre qual a melhor forma de realizar o acompanhamento de pacientes e
familiares portadores e assintomaticos de DHF ainda estd por ser definida por estudos
prospectivos de larga escala. A préatica atual, baseia-se na experiéncia de especialistas, que
advogam a coleta de exames laboratoriais com periodicidade de 3 a 6 meses, realizar bidpsia
de medula 6ssea ao diagndstico, e manter os pacientes em vigilancia. Postulam que uma nova
biopsia seja realizada quando ocorrerem mudancas no padrdo hematimétrico para investigacao
de evolugéo clonal (GODLEY, SHIMAMURA, et al., 2017).

A identificacdo de pacientes portadores de DHF implica em atentar para os fenotipos
sentinelas classicos das sindromes genéticas verificaveis no exame fisico, achados laboratoriais
(macrocitose e imunodeficiéncia, insuficiéncia hepatica idiopatica), pesquisa minuciosa da

historia familiar de doencas hematologicas e de cancer precoce, histéria de sangramento
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espontaneo e de citopenias. Em cenérios de TMO aparentado a ocorréncia de baixa mobilizagdo
de células tronco deve ensejar a investigacdo para DHF (CHURPEK, 2010).

A maioria dos nossos probandos apresentou alguma citopenia persistente, seja
plaquetopenia, neutropenia ou anemia. O que coincide com a apresentagdo da SMD pediatrica
a qual se manifesta como citopenia refrataria, principalmente trombocitopenia, anemia,
neutropenia ou a combinacao entre si. Sendo necessario realizar a investigacao diagnostica
mesmo em citopenias discretas na populacdo pediatrica e em adultos jovens cuja importancia
pode ser minimizada. (BUENO, 2023).

A SMD, sobretudo a pediatrica, pode advir apds o tratamento quimioterapico, porém,
nenhum dos nossos probandos portadores de SMD realizou tratamento quimioterapico prévio
(BUENO, 2023). Fica o questionamento se haveria convergéncia entre os achados da SMD
pediatrica e SMD adulta de novo e a SMD pediatrica e do adulto no contexto das DHF. Do
mesmo modo, até que ponto os parametros de analise da SMD de novo poderiam ser
extrapolados, em termos da fisiopatologia, achados laboratoriais e comportamento clinico, para
a avaliacdo da SMD associada a DHF. Isso por que ha lacunas no conhecimento da SMD
relacionada a DHF, e os instrumentos analiticos provém de outras entidades.

Um achado da histéria clinica que predominou nos nossos casos foi 0 sangramento
espontaneo, presente em 52,17% dos pacientes. As mutacdes em RUNX1, ANKD21
(Trombocitopenia tipo 2) e ETV6 (trombocitopenia tipo 5) séo as mais comumente relacionadas
a trombocitopenia, sangramento e risco de desenvolvimento de neoplasias mieloide, isso exige
manter vigilancia clinica para a evolucéo clonal e transformacéo leucémica bem como expandir
o painel de investigacdo para esses genes. Porém, foi encontrada apenas uma VUS no probando
9. (SOOD, KAMIKUBQO, et al., 2017; FEURSTEIN; GODLEY, et al.,2017; CAZOLA, et al.,
2023). Rio-Machin et al. por exemplo, ao analisarem 86 familias com critério para LMA/SMD
familiar verificaram que 49 familias tinham variantes genéticas com moderada a alta evidéncia
de associacdo com doencas hematoldgicas e 37 familias eram portadoras de novas variantes
geneéticas cujo impacto, se patogénicas ou ndo, ainda esta por ser definido através de estudos
funcionais (RIO-MACHIN, VULLIAMY, et al., 2020).

O probando 118 portador de sindrome anémica, foi diagnosticado com cancer de tiredide
e cancer de mama anteriormente. Seus familiares, ao longo de quatro geragdes, vivenciaram
uma extensa lista de canceres sélidos e manifesta¢cdes hematologicas tais como casos de cancer

de rim, ma formacdo cardiaca, cancer de &nus, anemia associada a surdez, sangramento
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espontaneo, Linfoma de Hodgkin e anemia refrataria. Apesar de ndo localizarmos mutagGes nos
genes RUNX1 e GATAZ2, essa familia, € um exemplo da necessidade de acompanhamento das
familias com forte agregacéo de casos de neoplasia, independentemente de ter sido isolado ou
ndo um marcador genético especifico capaz de explicar este fendbmeno. A fronteira que delimita
a fisiopatologia das sindromes hereditarias envolvidas no desenvolvimento de tumores sélidos
e as doencas onco-hematolodgicas familiares tem sido expandida. Por exemplo, verificou-se que
variantes deletérias do gene DDX41 podem predispor a doencas linfoproliferativas, bem como
doencas mieloproliferativas (LMC), SMD, LMA e tumores de colon. As variantes de RUNX1
predispdem tanto a LLA-T, SMD, plaquetopenia, e doengas linfoproliferativas B. As variantes
de ETV6 podem acarretar desde LLA-B a leucemias da linhagem mieloide (LEWINSOHN,
BROWN, et al., 2016).

A consanguinidade consiste num dos fatores mais importantes para as sindromes de
susceptibilidade ao céncer hereditario ao lado de histéria de familiares com céncer e a
ocorréncia de cancer em idade precoce. O casamento consanguineo é considerado todo aquele
que ocorre entre individuos com coeficiente de endogamia maior ou igual a 0,0156. O
coeficiente de endogamia representa a chance da progénie de herdar genes com alelos idénticos
e derivados de um mesmo ancestral. Desta forma, h& maior probabilidade de expressar doengas
autossémicas recessivas.). No caso de primos de primeiro grau eles possuem 12,5% dos genes
em comum e a progénie serd homozigota em 6,25% dos loci genéticos (BITTLES, BLACK, et
al., 2001; BENNETT, MALLEDA, et al., 2021).

Aslam et al, estudando casos de LLA (n=300) de pacientes paquistaneses, onde a taxa
de consanguinidade € elevada, constataram que a consanguinidade isoladamente ndo estava
associada ao aumento da incidéncia de leucemia. Na Arabia Saudita, onde a taxa de casamentos
consanguineos também é elevada, o nimero de variantes P/LP em genes associados ao advento
de cancer nos pacientes diagnosticados com LLA também € baixo (ASLAM, SHABANA, et
al., 2021).

Em nosso conjunto de pacientes ha dois probandos filhos de casamentos consanguineos.
Um dos probandos I1110, portador da variante NM_001754.5(RUNX1):c.1093G>A
(p.Gly365Ser) em homozigose, filho de pais primos de primeiro grau. Apresentou SMD e
miocardiopatia hipertrofica. Seu irmédo também é portador de miocardiopatia hipertrofica, e
uma tia materna faleceu de LMA.
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Esta variante é missense e promove a troca do aminoacido glicina por uma serina no
cddon 365 da proteina RUNX1. O aminodcido glicina nessa posi¢do é muito conservado na
historia evolucionaria dos vertebrados. A frequéncia desta variante ndo esta disponivel nos

bancos de dados populacionais.

As ferramentas atuais, que avaliam o possivel impacto de alteragdes estruturais na
funcdo da proteina, ndo chegaram a um denominador comum sobre a repercussdo funcional
dessa variante. Alguns exemplos de algoritmos como SIFT, que avalia a conservacao evolutiva
das variantes, a classifica como tendo efeito deletério. J& os algoritmos que fazem a avaliacéo
da variante com relagdo a estrutura e a funcdo da proteina, como o PolyPhen, a classificam
como “possivelmente prejudicial” e o Align GVGD como “Classe C0”, ou seja, menor

probabilidade de interferir na funcéo da proteina (TAVTIGIAN, GREENBLATT, et al., 2008).

Até o momento, esta variante ndo foi descrita em pacientes que sdo portadores de
patologias caracteristicas de alteracfes no gene RUNXL. O resultado desta variante ainda néo
foi descrito em pacientes que sdo portadores de patologias derivadas de alteragdes no gene
RUNX1.

Assim, a troca da glicina por uma serina no cédon 365 da proteina RUNX1 ndo
apresenta, até o momento, elementos suficientes para classificar esta variante de maneira

categdrica com relacdo ao seu significado clinico e atualmente é classificada como VUS.

A MHH ¢ a doenca cardiovascular hereditaria mais comum. Foram identificados 11 genes
que participam da fisiopatologia da MHH, que codificam proteinas defeituosas, que compdem
os sarcOmeros do musculo cardiaco. Esta condicdo tem padrdo autossdbmico dominante com
penetrancia incompleta. Apresenta amplo espectro de manifestacdes clinicas, indo desde
pacientes oligossintomaticos, e outros com repercussdes cardiacas graves, como fibrose
miocardica, disfuncdo diastolica e arritmia cardiaca (TEEKAKIRIKUL, ZHU, et al., 2019).

Riddel et al trazem a reflex&o para este caso a intrigante participacdo do gene RUNX1 na
fisiopatologia de doencas cardiovasculares. Ao gene RUNX1 tem sido atribuido papel na
regulacdo no remodelamento cardiaco p6s-IAM, na miocardiopatia dilatada relacionada ao
diabetes mellitus, a miocardiopatia secundaria aos danos isquémicos de sobrecarga de pressao
e miocardiopatia dilatada crénica. Os modelos animais com cobaias com knockout Runx1 nédo
alcancam as fases finais da hematopoiese e apresentam profundas alteracGes estruturais
cardiacas como afilamento da parede miocardica e defeitos no septo interventricular
(RIDDELL, MCBRIDE, et al., 2020). Esta € a primeira vez que se registra a presen¢ca de MHH
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e sindrome mielodisplasica num contexto de doenca hematoldgica familiar. Serdo necessarios
estudos funcionais para avaliar se a variante de significado indeterminado do gene RUNXI,

presente no paciente P9, tem participacdo na fisiopatologia deste quadro.

A paciente P3 portadora de Sindrome de Cohen (OMIM 216550) é filha de pais
consanguineos, primos em segundo grau. A mae da paciente evoluiu com Sarcoma de Ewing e

anos mais tarde apresentou LMA, falecendo meses apés o diagndstico.

A Sindrome de Cohen € uma doencga autossémica recessiva que ocorre por mutacao do gene
VPS13B no cromossoma 8q22.2. A proteina codificada participa do desenvolvimento do
sistema hematopoiético, sistema osteoarticular, oftalmol6gico, cardiovascular, madsculo
esquelético e neurologico (WANG, FALK et al, 2016).

Kallio et al, analisaram 16 amostras de medula dssea de pacientes portadores de
Sindrome de Cohen. Nessa série de casos, 0s pacientes apresentavam neutropenia leve a
moderada cujos indices flutuaram entre normais a proximos do normal. Nossa paciente

apresentou neutropenia grave.

No estudo de Kallio (1977) treze pacientes tiveram infeccdo e gengivite de repeticdo ao
passo que nossa paciente ndo apresenta infecges oportunistas ou gengivite recorrente. Kallio
et al verificaram também que a celularidade da medula 6ssea foi normal ou aumentada e a
citogenética normal na sua série de casos A paciente brasileira, no entanto, apresenta medula
Ossea hipocelular e a citogenética anormal, o que evidencia o carater clonal das alteracdes

hematoldgicas.

Na série de casos de Kallio ndo ha descricdo de historia familiar de doencas
hematoldgicas bem como ndo houve casos de leucemia ou SMD. Talvez porque a SMD fosse
uma entidade pouco descrita aquela época. Enquanto nossa paciente, portadora de SMD,
apresenta exuberante historia familiar de doenca hematoldgica e oncoldgica (leucemia aguda e
sarcoma de Ewing) (KIVITIE-KALLIO, RAJANTIE, et al., 1997).

Olivieri et al, ao estudarem a capacidade de adesividade de neutréfilos em pacientes
com Sindrome de Cohen, observaram que a medula Gssea dos pacientes ndo apresentava
alteraces morfoldgicas significativas enquanto a nossa paciente tem achados compativeis com
SMD (OLIVIERI, LOMBARDI, et al., 1998).
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A P2 é portadora de sindrome hipereosinofilica. Anos antes sua mde apresentou
sindrome mieloproliferativa (havia duvida se se tratava de mielofibrose) com evolucao para

leucemia aguda vindo a falecer de complicacGes clinicas secundarias.

A eosinofilia é uma desordem que ocorre predominantemente na populacao pediéatrica.
Kelemen et al., analisaram um painel de 109 pacientes com eosinofilia/ hipereosinofilia dos
quais 14 (12,8%) correspondiam a casos de eosinofilia associados a doencas hereditarias, tais
como SMD/NMP com mutacdo em GATA2, leucemia eosinofilica crdnica, mutacdo em
MYSM1, imunodeficiéncia primaria, mutacdo no gene SMARCBL, sindrome de Wiskott-
Aldrich, neutropenia congénita grave, sindrome de hiper-IgE e sindrome de Li-Fraumeni. Um
achado relevante do exame fisico das sindromes de deficiéncia de GATA2 € a presenca de
verrugas recorrentes cutaneas virais extragenitais e genitais refratarias. Nossa paciente
apresenta verrugas em maos, bilateralmente, refratirias a suspensdo do corticoide e ao
tratamento dermatoldgico realizado, porém as variantes em GATAZ identificadas nesta paciente
sdo consideradas benignas (sinbnimas e ndo sindnimas) (OSTERGAARD, SIMPSON, et al.,
2011; KELEMEN, SAFT, et al., 2021; TURNER, SHAVER, et al., 2019).

Compreender a fisiopatologia do quadro deste probando exigiria ampliar a investigacao
de outras vias moleculares possivelmente implicadas. A investigacdo de Sindrome
Hipereosinofilica deve conter informacg6es da historia familiar, para avaliar se ha critérios para

DHF, e realizar avaliacdo genética apropriada como a descrita acima.

O probando P16 portador de mieloma multiplo teve uma filha adulta jovem que faleceu
de leucemia aguda. Wei et al. , avaliaram 50 pedigrees com mieloma multiplo familiar e
mieloma multiplo de inicio precoce através de sequenciamento, e verificaram a presenca de
mutacdes truncadas no gene LSD1/KDM1A em uma familia em que ocorreram casos de LMA,
MGUS e cancer de colon (WEI, CALVO-VIDAL, et al., 2018). Pertesi et al., estudaram 937
individuos de 154 familias ndo relacionadas em que haviam portadores de Mieloma, MGUS e
individuos com outra neoplasias hematoldgicas e verificaram a presenca de 4 individuos com
variantes germinativas do gene DIS3 (PERTESI, VALLEE, et al., 2019).

Dois probandos P10 e P21, portadores de LMA MO0 e LMA M3 respectivamente, tém
em comum a presenca de inimeros casos de tumor solido, neoplasia linfoproliferativa e
familiares com perfil hemorragico. O probando P10 com diagndstico de LMA-MO construimos
0 heredograma com 4 geracOes e verificamos que toda a segunda geracdo foi acometida por

algum tipo de neoplasia solida e na primeira geracdo a avo materna faleceu de leucemia aguda.
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Nesse probando encontramos variantes em GATA2 éxon 2 NM_032638.5(GATA2):c.15C>G
(p.Pro5=), GATA2 éxon 3 NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) e RUNX1 éxon 4
NM_001754.5(RUNX1):c.303G>T (p.Vall01l=). As duas variantes de GATA2 séo
consideradas benignas e a variante de RUNX1 é considerada benigna ou provavelmente
benigna. O que sugere que seriam necessarias outras analises para elucidar as vias moleculares

implicadas nos casos de malignidade presentes nesta familia.

Este caso suscita os cuidados a serem tomados ao se realizar TMO para tratamento de leucemia
aguda quando hé suspeita de DHF. O doador aparentado de células tronco hematopoiéticas, tem
potencial de ser ele proprio um portador assintomatico da mesma mutagdo fundadora implicada
na leucemia do receptor. Quando isso ocorre, 0 paciente no pés-TMO pode cursar com
citopenia, tempo prolongado de enxertia e até o desenvolvimento de leucemia relacionada ao
clone do doador. Por outro lado, ha também consequéncias para o préprio doador como o
desenvolvimento de leucemia secundariamente aos protocolos de mobilizacdo para coleta de
células tronco. Este paciente foi submetido a TMO aparentado e seu irmdo foi o doador.
(ROLOFF, DRAZER, et al., 2021).

Owen et all identificaram 5 pedigrees de pacientes portadores de SMD/LMA com
mutacdes na porcao 3 N-terminal e 2 C-terminal do gene RUNXL1. Os desfechos relacionados
ao TMO nestes pacientes foram Doenca linfoproliferativa pds-transplante, falha de enxerto e
recaida precoce. Ao contrario, 0s pacientes do nosso estudo apresentaram variantes do gene
RUNX1 de comportamento benigno. O paciente evoluiu no p6s-TMO com GVHD mas que foi
controlado ao longo do acompanhamento e permanece em remissdo completa. Com relacéo ao
irmdo ndo houve evidéncia até o momento de agravos relacionados ao TMO (OWEN,
BARNETT, et al., 2008).

O probando P21, portador de LMA-M3, realizou tratamento alvo com acido al-trans-
retindico e permanece em remisséo. E filha de pais ndo consanguineos, de familia oriunda de
uma pequena cidade do interior do estado. Nos familiares ocorreram diversos casos de cancer
solido e doenca onco-hematoldgica. Um tio materno apresentou sindrome purpurica tratado

com corticoide sem sucesso e faleceu alguns anos apos.

Mendes de Almeida et al. analisaram uma série de 5878 casos de leucemia em pacientes com
menos de 21 anos. Apos excluir sindromes genéticas, verificou que 472 casos (13%) tinham
histéria familiar positiva para cancer, sendo que 96 casos (20,3%) tinham especificamente

histéria de neoplasia hematolégica. Um subgrupo de 18 pacientes portadores de LMA
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apresentou maior risco de ter um familiar de primeiro grau com neoplasia hematologica em
comparagdo com os casos de LLA (MENDES DE ALMEIDA, 2023).

No nosso conjunto de pacientes ocorreram 2 casos de doenca linfoproliferativa. P6 foi
diagnosticado com Linfoma de Hodgkin aos 14 anos e seu primo de primeiro grau aos 10 anos
foi diagnosticado com leucemia aguda. No probando foram encontradas as variantes GATA2
éxon 2 NM_032638.5(GATA2):c.15C>G (p.Pro5=) sinbnima e benigna e GATA2 éxon 3
NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr) ndo sindnima e benigna no probando. A
literatura ressalta que a associagdo de doenca linfoproliferativa e leucemia aguda se da
sobretudo com a mutagéo do gene DDX41 (LEWINSOHN, 2016).

O P19 era portador de LNH-DGCB, cuja neta apresenta sindrome de Noonan-like. No
probando verificamos a presenca de variante GATA2 éxon 2 NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G
(p. Pro5=) sindnima e benigna.

A sindrome de Noonan associa-se a leucemia mielomonocitica juvenil e outras
leucemias agudas, em presenca da variante patogénica germinativa do gene PTPN11 (OWEN,
BARNETT, et al., 2008).

O P7 ¢ filho de pais ndo consanguineos, apresentou leucocitose, anemia e plagquetopenia.
Este paciente apresentou alteragdes no desenvolvimento sexual com fen6tipo masculino.
Porém, seu cariotipo constitucional era 46,XX e estava ausente o gene SRY. O gene SRY
localizado no braco curto do cromossomo Y é responsavel pela codificacdo do Fator
Determinante Testicular no género masculino (REY, JOSSO, et al., 2000). Este é um gene da
familia SOX e alguns desses genes estdo relacionados com o desenvolvimento de LMA, SMD,
carcinoma hepatocelular, glioblastoma e cancer de mama (PINGAULT, ZERAD, et al., 2022;
LEUNG, LEUNG, et al., 2020); FAN, ZHANG, et al., 2012). O achado de macroplaquetas no
sangue periférico dos pais associado a bicitopenia do probando pode ser indicio de DHF, ainda
mais reforcado pelo perfil hemorragico de familiares e pela presenca de doenca

linfoproliferativa.

O casal de gémeos P4 e P8 univitelinos, filhos de pais ndo consanguineos, sdo portadores
de SMD. Na familia hd uma prima de primeiro grau com fenotipo hemorrégico. Apresentaram
as variantes benignas NM_032638.5(GATA2):c.15C>G
(p.Pro5=)eNM_032638.5(GATA2):¢c.490G>A (p.Alal64Thr).
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Foi possivel construir heredogramas com grande nimero de familiares sendo que um
deles obteve informacdes de seis geracdes. 1sso permitiu um amplo painel sobre as doengas que
aconteceram ao longo das geracoes. A descricdo de heredogramas € importante nessa fase em
que os especialistas se ocupam em identificar variantes, mutacdes e polimorfismos,
compreender os padrGes de penetrdncia e relacionar o conjunto dessas informacGes as
apresentacdes clinicas. O numero de casos que foi levantado poderia refletir tanto a raridade
das DHF como o ndo referenciamento ao ambulatorio de hematologia de citopenias mais sutis

que poderiam tratar-se de DHF. A frequéncia na populagédo tem sido motivo de investigacao.

No nosso estudo a coleta da histéria familiar foi o ponto de partida para a suspeicdo e
investigacdo de DHF. O levantamento dos dados clinicos de vérias geraces configurou uma
limitacdo do estudo devido ao viés de memdria. Porém, o que se verifica é que relatos de
memoria no caso das doencas hematoldgicas guardam forte correlacdo com a realidade
(FIEDERLING, SHAMS, et al., 2016). O viés de memoria foi minimizado através da aplicacdo
de dois questionarios para conferir uma abordagem homogénea nos participantes da pesquisa

(Formulario 1 e 2).

O material utilizado para a analise dos genes foi 0 swab de mucosa jugal e este tem sido
considerado material conveniente para a avaliacao de variantes germinativas tendo em vista que
0 padrdo ouro é a cultura de fibroblasto (PADRON, BALL, et al., 2018; MANGAONKAR,
PATNAIK, et al., 2020).

As biopsias de medula disponiveis foram revisadas para proporcionar maior
uniformidade, principalmente para os casos de SMD, formado basicamente por pacientes com
citopenias. Houve pacientes que pelas condi¢des clinicas ndo foram biopsiados. Em alguns
probandos ndo foi possivel a amplificacdo dos genes de interesse. Por fim, um problema

enfrentado pelo estudo foi a ndo amplificacdo do éxon 5do gene GATA2.
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8. CONCLUSAO

A SMD foi o diagnoéstico preponderante no presente grupo de pacientes com critérios
para DHF. Mas, conforme descrito, houve grande diversidade de manifestacdes clinicas. Estes
achados estdo em concordancia com a literatura médica, que tem registrado novas sindromes

clinicas e identificado marcadores genéticos especificos associados a estas condi¢oes.

Nosso trabalho identificou familias com critérios de DHF. Esse enfoque suscitou a
investigacdo de pacientes com citopenias discretas que tinham sido negligenciadas, em alguns
casos o diagnostico de SMD foi estabelecido e casos especificos foram encaminhados para

avaliacdo genetica.

Os probandos permanecem em acompanhamento de longo prazo como parte da
estratégia de vigilancia clinica ndo obstante a ndo individualizacdo do alvo genético envolvido

e pacientes selecionados foram encaminhados para aconselhamento genético.

Pesquisamos a presenca de variantes nos genes RUNX1 e GATA2 associados as DHF.
Localizamos uma VUS em RUNX1 em homozigose, pelos critérios da ACMG, em um paciente
portador de SMD e cardiomiopatiahipertréfica, filho de pais consanguineos. Este paciente tem
historia familiar de leucemia aguda e seu irmdo também ¢é portador de
cardiomiopatiahipertréfica. Esta variante ainda ndo foi descrita nas bases de dados

especializadas.

A partir da estratégia adotada para a realizacdo do nosso trabalho poderiamos sintetizar
as seguintes sugestdes com o objetivo de identificar, acompanhar e orientar no tratamento de

pacientes e familiares com quadro compativel de DHF:
» Estabelecer protocolo para a identificacdo de pacientes com perfil de DHF
» Estreitar o dialogo com o Geneticista

» Utilizacdo de formularios proprios para a identificacdo de familias com quadro
compativel de DHF pelos servicos de pediatria e hematologia

» Encaminhar pacientes selecionados para aconselhamento genético
* Investigar citopenias discretas

» Manter sob vigilancia de longo prazo pacientes e familiares com quadro compativel de
DHF
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» Realizar a testagem para genes envolvidos em DHF

. Fornecer elementos para a descricdo das sindromes de DHF ja

estabelecidas na literatura bem como para a defini¢do de novas sindromes clinicas
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APENDICE A - FORMULARIO 1

Projeto: Sindrome Mielodisplésica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Satde: avaliagdo dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e GATA2.

Prontuério: Hospital: Data

Diagnostico:

Parentesco:

Existe na sua familia algum caso de () Linfoma () Leucemia () Mieloma () Cancer de mama
em jovem () sangramento () anemia () plaqueta baixa ( ) qualquer cancer jovem com menos

de 50 anos () Trombose na sua familia?
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APENDICE B - FORMULARIO 2

Projeto de pesquisa: Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Aguda Familiar no Sistema Unico de

Saude.

Prontuario: DN Diagnostico:

Hospital: Data

Responsavel pelo preenchimento:

Historia de exposicdo a derivados de benzeno ( ) Radioterapia ( ) Quimioterapia ( ) radiacdo

( ) tabagismo ( ) etilismo ()
1) O senhor (a) tem algum parente com inicio jovem de mielodisplasia ( ) (< 50 anos)

2) O senhor (a) tem algum parente com doenca hematoldgica identificados com anormalidades

citogenéticas ( )?
3) O senhor (a) tem algum parente com doenca hematoldgica identificados com mutacdes? ( )

4) O senhor (a) tem algum parente com doenca no sangue e defeitos no coracdo ( )

anormalidades de radio e de polegar ( )?
5) O senhor (a) tem algum parente com doenca hematolégica e baixa estatura? ( )

6) O senhor (a) tem algum parente com doenca hematoldgica e manchas café com leite ( )

unhas malformadas ( ) manchas de pele? ( )

7) O senhor (a) tem algum parente com doenca no sangue e doengas como fibrose pulmonar (
) doencas endocrinoldgicas ( ) faléncia ovariana jovem () edema de pernas ( ) retardo mental

() () tromboses?

8) O senhor (a) tem algum parente com historia de complicacdes graves de pds-tratamento de

radioterapia ou quimioterapia? ( )

9) O senhor (a) tem algum parente com LMA, LLA ou SMD ou que apresentem: () leucocitos
baixos ou altos ( ) plaqueta baixa ( ) sangramento ( ) macrocitose ( ) leucoplaquia oral ( )
fibrose pulmonar ( ) doenca hepética inexplicada ( ) infecgdes atipicas ( ) deficiéncias
autoimunes () tumores mdaltiplos, bilaterais ( ) tumores raros ( ) varios parentes afetados por

um mesmo tipo de tumor ou varios parentes de primeiro e segundo grau com cancer
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(especialmente sarcoma, cancer de mama com < 50 anos e tumor de cérebro () Complicactes

raras e graves de quimioterapia ou radioterapia ( ) cossanguinidade.

10) O senhor (a) tem algum parente com doenca hematoldgica iniciada com < 50anos ou parente

de primeiro grau com qualquer cancer ocorrendo com <50 anos ( ) ?

11) O senhor (a) tem algum parente que fez transplante de medula 6ssea em que foi identificado
plaqueta baixa ( ) alguma alteragdo no exame de sangue ( ) sangramento espontaneo ( )
macrocitose () anormalidades nas unhas ( ) pigmentacao de pele( ) leucoplaquia oral ( ) falha

em coletar células-tronco ( ) ?

Baseado em Babushok DV, Genetic Predisposition Syndromes: When Should They Be
Considered In The Work-up of MDS? Best prac Res Clin Haematol, 2015.

The University of Chicago Hematopoietic Malignancies Cancer Risk Team, How | diagnose

and manage individuals at risk for inherited myeloid malignancies, Blood, 2016.
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APENDICE C - TCLE E TALE

Termo de consentimento livre e esclarecido dirigido ao paciente maior de idade.

Projeto: Sindrome Mielodisplésica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Satde: avaliagdo dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e GATA2.

Nome do participante da pesquisa:

Vocé estda sendo convidado (a) a participar de um projeto que pretende avaliar se a
atividade de determinados genes em SMD/LMA Familiar est4 relacionada a algumas
caracteristicas da doenca.

Para a realizacdo desse projeto serdo convidados pacientes com suspeita de serem
portadores de SMD/LMA Familiar atendidos no Hospital Federal da Lagoa e Instituto de
Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira. Serdo estudadas algumas caracteristicas
genéticas da SMD/LMA Familiar.

Além disso, serdo realizados testes para verificar se existem alteracdes em genes nas
células, a partir do material genético isolado a partir de células de mucosa da bochecha,

sangue periférico e fios de cabelo.

Os resultados deste projeto poderao trazer informacdes sobre a influéncia desses genes no
tratamento de doencas do sangue. Para que vocé possa decidir se quer participar ou nao
deste projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacdes, por isso € importante

gue vocé leia atentamente esse documento.

Obijetivo do projeto:

O projeto quer saber se ha influéncia dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e
GATA2em um tipo de doenca hematolégica que estamos pesquisando: a sindrome

mielodisplasica e leucemia mieloide aguda familiar.

Procedimentos do projeto:

Se vocé concordar em participar desse projeto serdo coletados alguns fios de cabelo, uma
amostra de sangue periférico (uma colher de sopa) e um cotonete seré passado levemente
na sua bochecha. Vocé podera sentir um leve desconforto no momento da retirada dos
fios de cabelo e podera ter um pouco de dor no momento da coleta da quantidade de

sangue da sua veia, bem como apresentar manchas roxas no local da punc¢do. Vocé
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também responderd a algumas perguntas sobre seus hébitos de vida e autorizara a

consulta aos seus dados no prontuario médico.

Métodos alternativos:

Sua participacgdo nesse projeto é voluntaria. Caso vocé nao deseje participar deste projeto
de pesquisa, basta que vocé nao assine este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra
seré colhida para esse fim. N&o existem outros métodos ou formas para sua participagado
nesse projeto de pesquisa, se vocé ndo concordar com 0s procedimentos que serdo

realizados para a execucdo desse projeto vocé é totalmente livre para ndo participar.
Riscos:

Serdo coletadas células da sua bochecha através de um cotonete, vocé podera sentir um
leve desconforto. Além disso, sera coletada uma amostra de sangue através de puncéo de
veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera causar manchas roxas
no local. Coletaremos alguns fios do seu cabelo e vocé poderd sentir um pequeno

desconforto.
Beneficios:

Os resultados desse projeto de pesquisa trardo beneficios para o entendermos a sua doenca. Os
resultados desse projeto serdo importantes para que possamos entender melhor como se
comportam as doencas hematoldgicas familiares. Essas informacdes poderdo nos ajudar
acompanhar e tratar melhor as pessoas com este tipo de doenca do sangue. Seremos capazes de
identificar pacientes e familiares que podem ser portadores de SMD/LMA familiar,
acompanha-los e assim prevenir doencas associadas. Com isso, evitaremos a realizacdo de
cirurgias desnecessarias, poderemos dar orientaces caso o paciente necessite de transplante de
células tronco. Referenciar os pacientes a aconselhamento genético, discussdo de risco
reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de doencas e de risco hematoldgico se

assim for necessario.

Caréater confidencial dos reqgistros:

Além dos pesquisadores que participam desse projeto, os dados obtidos e seus registros medicos
poder&o ser consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA e equipe de pesquisadores

envolvidos. Seu nome ndo sera revelado ainda que informacdes de seu registro médico e 0s

dados gerados nesse projeto sejam utilizados para propdsitos educativos ou de publicacéo

cientifica, que ocorreréo independentemente dos resultados obtidos.
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Tratamento médico em caso de danos:

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que
necessite de atendimento médico, ficara a cargo da sua instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacao neste projeto.
Custos:

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participacdo no

projeto.

Bases da participacao:

E importante que vocé saiba que a sua participacéo neste projeto é totalmente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer
momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito. Caso vocé decida
interromper sua participacdo no projeto, a equipe assistente deve ser comunicada e a
coleta de dados serd imediatamente interrompida e os resultados obtidos ndo serdo

utilizados na execucao do projeto.

O médico responsavel por sua internacao no hospital em que vocé faz o tratamento pode
interromper sua participacdo no projeto a qualguer momento, mesmo sem a sua

autorizacdo. Nesse caso, 0 motivo dessa interrupgao sera discutido com vocé.

Garantia de esclarecimentos:

Vocé e seus familiares podem fazer perguntas a qualquer momento durante a execugdo desse

projeto. Neste caso, por favor, ligue para Dra. Rose Filgueiras, telefone 21-3111-52109.

Se vocé tiver perguntas com relagdo a seus direitos como participante do projeto, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, 0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundao, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Vocé, seus familiares e seu médico ao receber os resultados da pesquisa serdo orientados com
relacdo as implicagfes no seu acompanhamento e tratamento. Ou seja, 0s participantes e 0s

familiares participantes poderdo ser referenciados a aconselhamento genético, discusséo de
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risco reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de disfuncdo orgéanica e de risco

hematoldgico se assim for necessario.

Declaracao de consentimento e assinatura:

Li as informacGes acima e entendi os propositos deste projeto assim como seus beneficios e
riscos potenciais da minha participacdo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste documento, dou livremente meu consentimento para

participar neste projeto.

Entendo que poderei ser submetido a exames adicionais aos necessarios a meu tratamento e ndo

receberei compensacdo monetéria por minha participagao neste projeto.
Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

| /201

(Assinatura do paciente, familiar ou responsavel)

(Nome do paciente, familiar ou responsavel — letra de forma)

(Testemunha, se necessario)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente
indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa que aplicou o TCLE.)

Termo de assentimento livre e esclarecido dirigido ao paciente pediatrico e adolescente:

Projeto: Sindrome Mielodisplésica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Saude.

Nome do participante da pesquisa:

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa. Seus pais permitiram que vocé
participe. As criancas e adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de zero a 18 anos
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de idade. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e nao tera
nenhum problema se desistir. A pesquisa sera feita no IPPMG e no Hospital da Lagoa onde as
criancas como vocé fazem acompanhamento. Para isso, serdo coletadas células da bochecha
através de um cotonete, vocé podera sentir um leve desconforto. Sera coletada uma amostra de
sangue através de puncdo de veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera
causar manchas roxas no local. Coletaremos fios do seu cabelo e para isso vamos pentear 0 seu
cabelo e vocé podera sentir um desconforto bem pequeno.Vocé respondera algumas perguntas
sobre seus habitos de vida. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelos telefones
31115219 da pesquisadora Rose Filgueiras. Mas ha coisas boas que podem acontecer, como
entender como funcionam as doencas do sangue o que ajudara a tratar melhor outras pessoas.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; nao falaremos a outras pessoas, nem

daremos a estranhos as informacgdes que vocé nos der.

Se vocé tiver perguntas com relacéo a seus direitos como participante do projeto, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, o0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundao, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Se vocé tiver alguma davida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na parte e

cima deste texto.

Eu aceito participar do projeto de pesquisa
Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Aguda (SMD/LMA) familiar no Sistema Unico de Saude:

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir e que ninguém vai ficar
chateado comigo. Os pesquisadores tiraram minhas ddvidas e conversaram com 0S meus
responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da

pesquisa.

Rio de Janeiro, _ de de 201 .

Assinatura da crianga ou adolescente

Assinatura do responsavel

Termo de assentimento livre e esclarecido dirigido ao familiar pediatrico e adolescente:
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Projeto: Sindrome Mielodisplésica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Sadde:

Nome do participante da pesquisa:

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa. Seus pais permitiram que vocé

participe.

As criangas e adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de zero a 18 anos de idade.
Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo tera nenhum
problema se desistir. A pesquisa serd feita no IPPMG e no Hospital da Lagoa onde as criangas
como vocé fazem acompanhamento. Para isso, serdo coletadas células da bochecha através de
um cotonete, vocé podera sentir um leve desconforto. Serd coletada uma amostra de sangue
através de puncéo de veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera causar
manchas roxas no local. Coletaremos fios do seu cabelo e para isso vamos pentear o seu cabelo
e vocé poderéa sentir um desconforto bem pequeno. Vocé responderd algumas perguntas sobre
seus habitos de vida. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelos telefones
31115219 da pesquisadora Rose Filgueiras. Mas ha coisas boas que podem acontecer, como
entender como funcionam as doencas do sangue o que ajudara a tratar melhor outras pessoas.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem

daremos a estranhos as informacgdes que vocé nos der.

Se vocé tiver perguntas com relacéo a seus direitos como participante do projeto, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, 0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundao, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na parte de

cima deste texto.

Eu aceito participar do projeto de pesquisa

Sindrome Mielodisplésica/Leucemia Aguda (SMD/LMA) familiar no Sistema Unico de Satde:

i [ [ [ . I que posso dizer “sim” e
Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que p dizer “
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir e que ninguém vai ficar

chateado comigo. Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S Mmeus
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responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da

pesquisa.

Rio de Janeiro,___ de de 201 .

Assinatura da crianca ou adolescente

Assinatura do responsavel

Termo de assentimento livre e esclarecido dirigido ao familiar pediatrico e adolescente

suspeito:

Projeto: Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Satde: avaliacdo dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e GATA2.

Nome do participante da pesquisa:

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa. Seus pais permitiram que vocé

participe.

As criancas e adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de zero a 18 anos de idade.
Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo tera nenhum
problema se desistir. A pesquisa sera feita no IPPMG e no Hospital da Lagoa onde as criancas
fazem acompanhamento. Para isso, serdo coletadas células da bochecha através de um cotonete,
vocé podera sentir um leve desconforto. Sera coletada uma amostra de sangue através de puncao
de veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera causar manchas roxas no
local. Coletaremos fios do seu cabelo e para isso vamos pentear o seu cabelo e vocé podera
sentir um desconforto bem pequeno.Vocé respondera algumas perguntas sobre seus habitos de
vida. Caso acontega algo errado, vocé pode nos procurar pelos telefones 31115219 da
pesquisadora Rose Filgueiras. Mas ha coisas boas que podem acontecer, como entender como
funcionam as doencas do sangue o que ajudara a tratar melhor outras pessoas. Ninguém sabera
gue vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a

estranhos as informacgdes que vocé nos der.

Se vocé tiver perguntas com relagéo a seus direitos como participante do projeto, também pode

contar com um terceiro contato imparcial, o0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
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Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundé&o, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na parte de

cima deste texto.

Eu aceito participar do projeto de pesquisa

Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Aguda (SMD/LMA) familiar no Sistema Unico de Saude:

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir e que ninguém vai ficar
chateado comigo. Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S Mmeus
responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da

pesquisa.

Rio de Janeiro,  de de 201 _.

Assinatura da crianca ou adolescente

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador:

Termo de consentimento livre e esclarecido dirigido ao responsavel do paciente pediatrico

e adolescente.

Projeto: Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Saude:

Nome do participante da pesquisa

Vocé e seu filho estdo sendo convidados (as) a participar de um projeto que pretende
avaliar se a atividade de determinados genes em SMD/LMA Familiar esta relacionada a

algumas caracteristicas da doenga.

Para a realizagdo desse projeto serdo convidados pacientes com suspeita de serem
portadores de SMD/LMA Familiar atendidos no Hospital Federal da Lagoa e Instituto de
Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira. Serdo estudadas algumas caracteristicas
genéticas da SMD/LMA Familiar.



187

Além disso, serdo realizados testes para verificar se existem alteracdes em genes nas
células, a partir do material genético isolado a partir de células de mucosa jugal

(bochecha), sangue periférico e fios de cabelo.

Os resultados deste projeto poderao trazer informacdes sobre a influéncia desses genes no
tratamento de doencas do sangue. Para que vocé possa decidir se quer participar ou nao
deste projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacfes, por isso € importante

gue vocé leia atentamente esse documento.

Objetivo do projeto:

O projeto quer saber se ha influéncia dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e
GATA2em um tipo de doenca hematolégica que estamos pesquisando: a sindrome

mielodisplasica e leucemia mieloide aguda familiar.

Procedimentos do projeto:

Se vocé concordar em participar desse projeto serdo coletados alguns fios de cabelo, uma
amostra de sangue periférico (uma colher de sopa) e um cotonete serd passado levemente
na sua bochecha. Vocé poderéa sentir um leve desconforto no momento da retirada dos
fios de cabelo e podera ter um pouco de dor no momento da coleta da quantidade de
sangue da sua veia, bem como apresentar manchas roxas no local da puncdo. Vocé
também responderd a algumas perguntas sobre seus habitos de vida e autorizara a

consulta aos seus dados no prontuario médico.

Métodos alternativos:

Sua participacdo nesse projeto € voluntaria. Caso vocés nao desejem participar deste
projeto de pesquisa, basta que vocé ndo assine este Termo de Consentimento, e nenhuma
amostra sera colhida para esse fim. Ndo existem outros métodos ou formas para sua
participacdo nesse projeto de pesquisa, se vocé ndo concordar com os procedimentos que

serdo realizados para a execucao desse projeto vocé é totalmente livre para ndo participar.
Riscos:

Serdo coletadas células da sua bochecha através de um cotonete, vocé podera sentir um
leve desconforto. Além disso, seré coletada uma amostra de sangue através de pungéo de

veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera causar manchas roxas
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no local. Coletaremos alguns fios do seu cabelo e vocé poderd sentir um pequeno
desconforto.

Beneficios:

Os resultados desse projeto de pesquisa trardo beneficios para entendermos a sua doenca. Os
resultados desse projeto serdo importantes para que possamos entender melhor como se
comportam as doencas hematologicas familiares. Essas informacdes poderdo nos ajudar
acompanhar e tratar melhor as pessoas com este tipo de doenca do sangue. Seremos capazes de
identificar pacientes e familiares que podem ser portadores de SMD/LMA familiar,
acompanha-los e assim prevenir doencas associadas. Com isso, evitaremos a realizacdo de
cirurgias desnecessarias, poderemos dar orienta¢fes caso 0 paciente necessite de transplante de
células tronco. Referenciar os pacientes a aconselhamento genético, discussdo de risco
reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de doencas e de risco hematoldgico se

assim for necessario.

Carater confidencial dos registros:

Além dos pesquisadores que participam desse projeto, os dados obtidos e seus registros médicos
poderéo ser consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA e equipe de pesquisadores

envolvidos. Seu nome ndo sera revelado ainda que informacdes de seu registro médico e 0s

dados gerados nesse projeto sejam utilizados para propoésitos educativos ou de publicacdo

cientifica, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

Tratamento médico em caso de danos:

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que
necessite de atendimento médico, ficar4 a cargo da sua instituicdo. Seu tratamento e
acompanhamento médico independem de sua participagdo neste projeto.

Custos:

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participagdo no

projeto.

Bases da participacao:

E importante que vocé saiba que a sua participacéo neste projeto é totalmente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer

momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito. Caso vocé decida
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interromper sua participacdo no projeto, a equipe assistente deve ser comunicada e a
coleta de dados sera imediatamente interrompida e os resultados obtidos ndo serdo

utilizados na execucao do projeto.

O médico responsavel por sua internagdo no hospital em que vocé faz o tratamento pode
interromper sua participagdo no projeto a qualquer momento, mesmo sem a sua

autorizacdo. Nesse caso, 0 motivo dessa interrupcao sera discutido com voce.

Garantia de esclarecimentos:

Vocé e seus familiares podem fazer perguntas a qualquer momento durante a execugdo desse
projeto. Neste caso, por favor, ligue para Dra. Rose Filgueiras, telefone 21-3111-5219. Se vocé
tiver perguntas com relacao a seus direitos como participante do projeto, também pode contar
com um terceiro contato imparcial, o Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ. Vocé, seus
familiares e seu médico ao receber os resultados da pesquisa serdo orientados com relacéo as
implicacbes no seu acompanhamento e tratamento. Ou seja, 0s pacientes e os familiares
poderdo ser referenciados a aconselhamento genético, discussdo de risco reprodutivo,
acompanhamento clinico para vigilancia de disfuncdo organica e de risco hematoldgico se

assim for necessario.

Se vocé tiver perguntas com relacéo a seus direitos como participante do projeto, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, 0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundao, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Declaracado de consentimento e assinatura:

Li as informacOes acima e entendi os propdsitos deste projeto assim como seus beneficios e
riscos potenciais da participacdo de meu filho (a). Tive a oportunidade de fazer perguntas e
todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste documento, dou livremente meu

consentimento para que meu filho (a) participe deste projeto.

Entendo que poderei ser submetido a exames adicionais aos necessarios a meu tratamento e ndo

receberei compensagdo monetaria por minha participagdo neste projeto.
Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/_[201_

(Assinatura do paciente, familiar ou responsavel)
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(Nome do paciente, familiar ou responsavel — letra de forma)

(Testemunha, se necessario)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente

indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa que aplicou o TCLE.)

Termo de consentimento livre e esclarecido dirigido ao responsavel do familiar pediatrico

e adolescente.

Projeto: Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no

Sistema Unico de Saude

Nome do participante da pesquisa:

Vocé e seu filho estdo sendo convidados (as) a participar de um projeto que pretende
avaliar se a atividade de determinados genes em SMD/LMA Familiar esta relacionada a

algumas caracteristicas da doenca.

Para a realizacdo desse projeto serdo convidados familiares com suspeita de serem
portadores de SMD/LMA Familiar atendidos no Hospital Federal da Lagoa e Instituto de
Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira. Serdo estudadas algumas caracteristicas
genéticas da SMD/LMA Familiar.

Além disso, serdo realizados testes para verificar se existem alteracdes em genes nas
células, a partir do material genético isolado a partir de células de mucosa jugal

(bochecha), sangue periférico e fios de cabelo.

Os resultados deste projeto poderao trazer informacdes sobre a influéncia desses genes no
tratamento de doencas do sangue. Para que vocé possa decidir se quer participar ou nao
deste projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicagdes, por isso é importante

gue vocé leia atentamente esse documento.

Obijetivo do projeto:
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O projeto quer saber se ha influéncia dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e
GATA2em um tipo de doenca hematoldgica que estamos pesquisando: a sindrome

mielodisplasica e leucemia mieloide aguda familiar.

Procedimentos do projeto:

Se vocé concordar em participar desse projeto serdo coletados alguns fios de cabelo, uma
amostra de sangue periférico (uma colher de sopa) e um cotonete sera passado levemente
na sua bochecha. Vocé poderéa sentir um leve desconforto no momento da retirada dos
fios de cabelo e podera ter um pouco de dor no momento da coleta da quantidade de
sangue da sua veia, bem como apresentar manchas roxas no local da puncéo. Vocé
também responderd a algumas perguntas sobre seus habitos de vida e autorizara a

consulta aos seus dados no prontuario médico.

Se vocés concordarem em participar desse projeto serdo coletados fios de cabelo, uma
amostra de sangue da veia (uma colher de sopa) e algumas células da mucosa jugal
(bochecha), também respondera a algumas perguntas sobre seus habitos de vida e

autorizara a consulta aos seus dados do seu filho no prontuario médico.

Métodos alternativos:

Sua participacdo nesse projeto é voluntaria. Caso vocés ndo desejem participar deste
projeto de pesquisa, basta que vocé ndo assine este Termo de Consentimento, e nenhuma
amostra sera colhida para esse fim. Nao existem outros métodos ou formas para sua
participacdo nesse projeto de pesquisa, se vocé ndo concordar com os procedimentos que

serdo realizados para a execucao desse projeto vocé é totalmente livre para ndo participar.
Riscos:

Serdo coletadas células da sua bochecha através de um cotonete, vocé podera sentir um
leve desconforto. Além disso, sera coletada uma amostra de sangue através de puncéo de
veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera causar manchas roxas
no local. Coletaremos alguns fios do seu cabelo e vocé podera sentir um pequeno

Beneficios:

Os resultados desse projeto de pesquisa trardo beneficios para vocé pois entendermos melhor a
sua doenca. Os resultados desse projeto serdo importantes para que possamos entender melhor
como se comportam as doencas hematoldgicas familiares. Essas informagdes poderdo nos

ajudar acompanhar e tratar melhor as pessoas com este tipo de doenca do sangue. Seremos
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capazes de identificar pacientes e familiares que podem ser portadores de SMD/LMA familiar,
acompanhé-los e assim prevenir doengas associadas. Com isso, evitaremos a realizagdo de
cirurgias desnecessarias, poderemos dar orienta¢fes caso 0 paciente necessite de transplante de
células tronco. Referenciar os pacientes a aconselhamento genético, discussdo de risco
reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de doencas e de risco hematoldgico se

assim for necessario.

Caréater confidencial dos reqgistros:

Além dos pesquisadores que participam desse projeto, os dados obtidos e seus registros medicos
poderéo ser consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA e equipe de pesquisadores

envolvidos. Seu nome ndo serd revelado ainda que informacdes de seu registro médico e 0s

dados gerados nesse projeto sejam utilizados para propoésitos educativos ou de publicacdo

cientifica, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

Tratamento médico em caso de danos:

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que
necessite de atendimento médico, ficar4 a cargo da sua instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacédo neste projeto.
Custos:

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participacdo no

projeto.

Bases da participacao:

E importante que vocé saiba que a sua participaco neste projeto é totalmente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participagdo a qualquer
momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito. Caso vocé decida
interromper sua participacdo no projeto, a equipe assistente deve ser comunicada e a
coleta de dados sera imediatamente interrompida e os resultados obtidos ndo serdo

utilizados na execucéo do projeto.

O médico responsavel por sua internagdo no hospital em que vocé faz o tratamento pode
interromper sua participacdo no projeto a qualguer momento, mesmo sem a sua

autorizacao. Nesse caso, 0 motivo dessa interrupgao sera discutido com vocé.
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Garantia de esclarecimentos:

Vocé e seus familiares podem fazer perguntas a qualquer momento durante a execucgdo desse
projeto. Neste caso, por favor, ligue para Dra. Rose Filgueiras, telefone 21-3111-5219. Vocé,
seus familiares e seu médico ao receber os resultados da pesquisa serdo orientados com relaco
as implicagcdes no seu acompanhamento e tratamento. Ou seja, 0s pacientes e os familiares
poderdo ser referenciados a aconselhamento genético, discussdo de risco reprodutivo,
acompanhamento clinico para vigilancia de disfuncdo organica e de risco hematoldgico se

assim for necessario.

Se vocé tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do projeto, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, 0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundao, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Declaracdo de consentimento e assinatura:

Li as informacGes acima e entendi os propositos deste projeto assim como seus beneficios e
riscos potenciais da participacdo de meu flho (a). Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste documento, dou livremente meu consentimento

para que meu filho (a) participe deste projeto.

Entendo que poderei ser submetido a exames adicionais aos necessarios a meu tratamento e ndo

receberei compensacdo monetéria por minha participagao neste projeto.
Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/1201

(Assinatura do paciente, familiar ou responsavel)

(Nome do paciente, familiar ou responsavel — letra de forma)

(Testemunha, se necessario)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente

indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /
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(Assinatura da pessoa que aplicou o TCLE.)

Termo de consentimento livre e esclarecido dirigido ao familiar maior de idade.

Projeto: Sindrome Mielodisplasica/Leucemia Mieloide Aguda (SMD/LMA) familiar no
Sistema Unico de Satde: avaliagio dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e GATA2.

Nome do participante da pesquisa

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de um projeto que pretende avaliar se a
atividade de determinados genes em SMD/LMA Familiar estd relacionada a algumas

caracteristicas da doenca.

Para a realizacdo desse projeto serdo convidados pacientes com suspeita de serem
portadores de SMD/LMA Familiar atendidos no Hospital Federal da Lagoa e Instituto de
Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira. Serdo estudadas algumas caracteristicas
genéticas da SMD/LMA Familiar.

Além disso, serdo realizados testes para verificar se existem alteracGes em genes nas
células, a partir do material genético isolado a partir de células de mucosa jugal

(bochecha), sangue periférico e fios de cabelo.

Os resultados deste projeto poderao trazer informacdes sobre a influéncia desses genes no
tratamento de doencas do sangue. Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo
deste projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicagdes, por isso é importante

gue vocé leia atentamente esse documento.

Obijetivo do projeto:

O projeto quer saber se ha influéncia dos genes RUNX1, CEBPA, DDAX41, ETV6 e
GATA2em um tipo de doenca hematoldgica que estamos pesquisando: a sindrome

mielodisplasica e leucemia mieloide aguda familiar.

Procedimentos do projeto:

Se vocé concordar em participar desse projeto serdo coletados alguns fios de cabelo, uma
amostra de sangue periféerico (uma colher de sopa) e um cotonete seré passado levemente
na sua bochecha. Vocé podera sentir um leve desconforto no momento da retirada dos

fios de cabelo e podera ter um pouco de dor no momento da coleta da quantidade de
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sangue da sua veia, bem como apresentar manchas roxas no local da puncéo. Vocé
também responderd a algumas perguntas sobre seus hébitos de vida e autorizara a

consulta aos seus dados no prontuario medico.

Se vocé concordar em participar desse projeto serdo coletados alguns fios de cabelo, uma
amostra de sangue periférico (uma colher de sopa) e um swab da sua bochecha. Vocé
também responderd a algumas perguntas sobre seus habitos de vida e autorizara a

consulta aos seus dados no prontuario medico.

Métodos alternativos:

Sua participacdo nesse projeto € voluntéria. Caso vocé ndo deseje participar deste projeto
de pesquisa, basta que vocé néo assine este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra
sera colhida para esse fim. Nao existem outros métodos ou formas para sua participagao
nesse projeto de pesquisa, se vocé ndo concordar com 0s procedimentos que serdo

realizados para a execucdo desse projeto vocé é totalmente livre para ndo participar.
Riscos:

Serdo coletadas células da sua bochecha através de um cotonete, vocé podera sentir um
leve desconforto. Além disso, seré coletada uma amostra de sangue através de puncao de
veia periférica (aproximadamente uma colher de sopa) que podera causar manchas roxas
no local. Coletaremos alguns fios do seu cabelo e vocé poderad sentir um pequeno

desconforto.
Beneficios:

Os resultados desse projeto de pesquisa trardo beneficios para vocé pois entendermos melhor a
sua doenca. Os resultados desse projeto serdo importantes para que possamos entender melhor
como se comportam as doencas hematoldgicas familiares. Essas informacdes poderdo nos
ajudar acompanhar e tratar melhor as pessoas com este tipo de doenga do sangue. Seremos
capazes de identificar pacientes e familiares que podem ser portadores de SMD/LMA familiar,
acompanhé-los e assim prevenir doencas associadas. Com isso, evitaremos a realizacdo de
cirurgias desnecessarias, poderemos dar orienta¢es caso 0 paciente necessite de transplante de
células tronco. Referenciar os pacientes a aconselhamento genético, discussdo de risco
reprodutivo, acompanhamento clinico para vigilancia de doencas e de risco hematolégico se

assim for necessario.

Carater confidencial dos reqgistros:
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Além dos pesquisadores que participam desse projeto, os dados obtidos e seus registros medicos
poder&o ser consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA e equipe de pesquisadores

envolvidos. Seu nome ndo serd revelado ainda que informacdes de seu registro médico e 0s

dados gerados nesse projeto sejam utilizados para propositos educativos ou de publicacdo

cientifica, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

Tratamento médico em caso de danos:

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que
necessite de atendimento médico, ficard a cargo da sua instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacédo neste projeto.
Custos:

N&ao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participacdo no

projeto.

Bases da participacao:

E importante que vocé saiba que a sua participaco neste projeto é totalmente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer
momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito. Caso vocé decida
interromper sua participacdo no projeto, a equipe assistente deve ser comunicada e a
coleta de dados sera imediatamente interrompida e os resultados obtidos ndo serdo
utilizados na execucao do projeto.

O médico responsavel por sua internacdo no hospital em que vocé faz o tratamento pode
interromper sua participagdo no projeto a qualquer momento, mesmo sem a sua

autorizacdo. Nesse caso, 0 motivo dessa interrupcao sera discutido com voceé.

Garantia de esclarecimentos:

Vocé e seus familiares podem fazer perguntas a qualquer momento durante a execucao desse
projeto. Neste caso, por favor, ligue para Dra. Rose Filgueiras, telefone 21-3111-5219. Vocé,
seus familiares e seu médico ao receber os resultados da pesquisa serdo orientados com relacdo
as implicagdes no seu acompanhamento e tratamento. Ou seja, 0s pacientes e os familiares
poderdo ser referenciados a aconselhamento genético, discussdo de risco reprodutivo,
acompanhamento clinico para vigilancia de disfuncdo organica e de risco hematoldgico se

assim for necessario.
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Se vocé tiver perguntas com relacéo a seus direitos como participante do projeto, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, 0 Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (Rua
Abelardo Lobo, 50, Ilha do Fundao, no Instituto de Pediatria, telefone 38384812) ou do Comité
de Etica em Pesquisa do INCA (Rua André Cavalcante, 28, Centro telefone 32075698)

Declaracdo de consentimento e assinatura:

Li as informacOes acima e entendi os propdsitos deste projeto assim como seus beneficios e
riscos potenciais da minha participacdo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste documento, dou livremente meu consentimento para

participar neste projeto.

Entendo que poderei ser submetido a exames adicionais aos necessarios a meu tratamento e ndo

receberei compensacao monetaria por minha participacdo neste projeto.
Eu recebi uma cdpia assinada deste formulario de consentimento.

/_[201_

(Assinatura do paciente, familiar ou responsavel)

(Nome do paciente, familiar ou responsavel — letra de forma)

(Testemunha, se necessario)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente

indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa que aplicou o TCLE.)
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APENDICE D - ARTIGO

Title: RUNX1 gene variant myelodysplasia in a female patient with Cohen's syndrome

and a family history of Ewing's sarcoma, acute leukemia, and solid tumors.
Introduction:

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal hematologic disorder that manifests as inefficient

hematopoiesis, cytopenias, and a high risk of leukemic transformation.

Primary MDS primarily affects the older population, with the median onset at age 70. Its
pathophysiology involves genetic machinery mutations that affect the function of spliceosomal
proteins, DNA repair pathways, DNA methylation, altered function of the stem cell pool, loss
of telomerase complex integrity, and dysregulation of inflammatory cytokines, among others
(Bejar, 2011; Heibel, 2021). Observations extracted from cancer registries in the United States
of America showed an MDS incidence rate of 3.3 per 100,000 people between 2001 and 2003
(Dana and Rollison, 2008). Between 2007 and 2011, analyses of MDS registries showed that
the incidence had increased to 4.9 per 100,000, probably due to the growing interest in studying
the condition. These rates typically increase with age, rising to 7.14 in 60-year-old patients and
35.49 in people aged 80 years and older (COGLE, 2015).

Secondary MDS in the pediatric population and young adults is mainly associated with
exposure to cytotoxic agents (either chemotherapeutic or environmental), bone marrow failure
syndromes, congenital aplasia, and hereditary syndromes with high predisposition to cancer. In
recent years, familial MDS/LMA predisposition syndromes have received increasing attention
(Lopes, 2006; Babushok, 2015).

It is estimated that 12% to 19% of patients with hematologic disorders referred for genetic

testing have some type of germline mutation (Dinardo, 2018).

The following associations with germline mutations have been described for the hereditary
syndromes with predisposition to myelodysplastic syndrome (MDS) and acute myeloid
leukemia (AML): Familial AML associated with CEBPA mutation, MDS/AML associated with
DDX41 mutation, pre-existing familial disorder/AML associated with RUNX1 mutation,
MDS/AML associated with ANKRD6 gene mutation and telomere shortening diseases. (Arber,
2016). When the familial cases are aggregated, affected patients may present with
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myelodysplastic syndrome or associations may exist with a clinical spectrum that is detailed

below in Table 1.

Table 1 -Subtypes of myeloid neoplasms associated with germline predisposition:

Classification of germline predisposition myeloid neoplasms.

Classification of Myeloid Neoplasms.

Myeloid neoplasms with germline predisposition in the absence of pre-existing disease
or organ dysfunction.

AML with germline mutation of CEBPA P/LP (CEBPA-associated familial AML)

Germline variant DDX41 P/PL
Germline TP53 P/PL mutation (Li-Fraumeni syndrome).

Myeloid neoplasms with germline predisposition and pre-existing platelet disorder.

RUNX1 germline variant P/LP (Familial Platelet Disorder with Myeloid Malignancy, FPD-
MM).

ANKRD26 germline variant (type 2 thrombocytopenia).

ETV6 P/LP germline variant (type 5 thrombocytopenia).

Germline predisposition to myeloid neoplasms and genetic syndromes.

GATAZ2 P/LP germline variant (GATA2 deficiency).

Spinal Cord Failure Syndromes
. Severe Congenital Neutropenia
. Shwachman-Diamond Syndrome (SSD).

. Fanconi anemia (FA).

Telomere Biology Disorders.
. RAS disorders (neurofibromatosis type 1, CBL syndrome, Noonan syndrome, or Noonan-

like syndrome disorders).

. Down syndrome.

. Germline SAMDO P/LP variant (MIRAGE syndrome).
. SAMDOL P/LP germline variant (SAMDO9L -related ataxia-pancytopenia syndrome).

. Biallelic germline variant BLM P/LP (Bloom syndrome).

Table: 1, adapted from Khoury, 2022 Translated by the author.

The RUNX1 gene encodes a transcription factor involved in the regulation of normal

hematopoiesis. Mutations in RUNX1 cause familial thrombocytopenia with a predisposition
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to myeloid malignancies. This is a rare autosomal dominant inheritance disorder in which
thrombocytopenia or normal platelet count and anticipation phenomenon may occur. The
incidence of FPD/LMA in families with this mutation has been reported to be 40% (Churpek,
2010).

Cohen's Syndrome is a rare autosomal recessive disease (OMIM 216550) caused by a mutation
of the VPS13B gene in chromosome 8g22.2.

This encoded protein plays a role in the development of the hematopoietic and osteoarticular
systems, as well as the ophthalmologic, cardiovascular, musculoskeletal, and neurological
systems. (Wang, 2016)

We will discuss the case of an adolescent patient who is the offspring of second cousins. She
has a history of MDS associated with Cohen syndrome and an extensive history of oncologic
and onco-hematologic diseases. Molecular evaluation showed a pathogenic variant in the

RUNX1 gene in the course of DHF evaluation.

Case description:

The patient is an 18-year-old white female, and she was referred to hematology to investigate
asymptomatic neutropenia observed since early childhood. Her parents were consanguineous

relatives (second cousins).

Newborn screening for inborn errors of metabolism findings were nonspecific. Her parents
denied a history of drug allergies, recurrent infections, hypertension, diabetes, or seizures. The
patient started crawling when she was one-year-old and speaking when she was 13 years old.
She was on oral contraceptives to control her heavy menstrual flow. The patient was in follow-
up with an ophthalmologist for retinitis pigmentosa. She did not attend regular school and was
home schooled. Family history: The patient’s parents were second cousins. At 32 years old,
her mother developed Ewing's Sarcoma in the iliac bone. She underwent chemotherapy
(ifosfamide and etoposide) and radiotherapy. She developed a lesion on the right thigh two
years after treatment for Ewing's Sarcoma. Biopsy of the right thigh mass showed (i) a
hematologic neoplasm with TdT, CD45, CD43 and CD99 expression. (ii) Immunonegativity
for CD3, CD20, CD34, CD15, CD30, desmin, S-100, AE1/AE3, Cam5.2, MUML1, PAX,
CD79a, Myogenin, CD56, CD1a, CD117, CD10, CD7, CD2, CD4, CD8 and ALK. (iii).

Suggestive of Granulocytic Sarcoma. Blood count upon hospital readmission was: HTC: 46%,
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HGB: 14.90 g/dL, VGM: 86.9fL, LEU: 4,300/mm3, SEG 66%, PLQ 198,000 mm3. Bone
marrow biopsy showed 100% myeloid blasts and extensive necrosis. Cytogenetics evidenced a
normal female 46,XX pattern [21]. Molecular marker investigation showed (i) AML-ETO [t
(8,21)] negative, (ii) Inversion 16 CBF-MYh1: negative and (iii)t (15,17) negative. AML
remission induction was recommended, yet the patient's mother, for religious reasons, refused
to accept blood transfusion. The assisting team found that her refusal to undergo blood
transfusion rendered her leukemia treatment unfeasible. The patient's mother developed a
second granulocytic sarcoma in the left fibula. Chemotherapy and radiotherapy were not
recommended, and she was referred to a palliative support center. The patient died in a different
medical center. The patient had a first cousin with a history of bowel cancer and another first
cousin with a history of breast cancer. Patient upon physical examination: Microcephaly and
delayed cognitive development. A very affectionate, cooperative patient with small bilateral
warts in the axillae, abnormally small hands and feet, low hairline, small teeth, and an ogival

palate.

Laboratorial findings: Cranial magnetic resonance imaging showed an enlarged cisterna magna.
The head CT scan showed prominent cortical sulci in the frontal and temporal lobes, wide basal
cisterns, an enlarged fourth ventricle and a large cisterna magna displacing the cerebellar
hemispheres, which suggests an arachnoid cyst. Blood count on admission showed neutropenia.
Blood count at evaluation onset was: HTC: 45.6%, VGM 98.4 fL, LEU: 2,970 mm3, SEG: 371
mm3, EOS: 18%, MONO: 6.5%, LIN: 2,379 mm3, PLQ: 253,000 mm3. Anti-HIV 1 and 2:
negative, HGBSaG negative, anti-HbS negative. Syphilis test negative and measles IgM and
IgG negative. B12 level: 477 pmol /L and iron level: 8.4 umol/L. Bone marrow biopsy showed
(i) 30-40% hematopoietic cellularity. (ii) normoblastic erythroid series. (iii) granulocytic series
- predominantly mature forms. (iv) Dysmorphic megakaryocytes, micromegakaryocytes
observed. (v) Absence of excess blasts. (vi) CD6limmunohistochemistry evidenced in
micromegakaryocytes. Glycophorin positivity in the erythroid series. CD34 negative. (vii)
Conclusion: findings compatible with myelodysplasia. Cytogenetics: 46, XX, del (17) (p12)
[5]/46, XX [23]. TP53 FISH probe confirmed TP53 gene deletion in 18% of 100 analyzed cells.
Immunophenotyping assayed 100,000 cells. The estimated viability was 93%. The following
myeloid cell populations were observed: 62.1% matured into neutrophils, of which 0.34% were
myeloblasts, 6.0% were promyelocytes, 26.0% were myelocytes, 32.5% were metamyelocytes
and 35.1% were neutrophils. Maturation asynchrony. 4.0% matured into monocytes, 1.0% of

which express CD16. Erythroid series 5.7%, megakaryocytes 9.0%, total lymphocytes 10.0%.
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B lymphoid differentiation was not observed, absence of lymphoblasts. Hereditary
hematological molecular panel (comprising RUNX1 and GATA2 genes) showed: the presence
of variant in synonymous and benign GATA2 gene exon 2 NM_032638.5(GATA2):¢c.15C>G
(p.Pro5=) and in  nonsynonymous and benign GATA2 gene exon 3
NM_032638.5(GATA2):c.490G>A (p.Alal64Thr). The overall variant allele frequency
according to the DBSNP database is 0.6524. The ABRaOM database gives a variant allele
frequency of 0.7165.Given the patient's failure to thrive and her developmental and
morphologic characteristics, there was indication for molecular cytogenetic testing.
Chromosomal  analysis of the patient Dby array-CGH 400k  revealed
arr[GRCh37]8g22.2(100247388_100618616) x0 and a deletion of chromosome 8, band g 22.2,
region 100247388 100618616). The deletion of 8g22.2 is associated with VPS13B disease,
which is related to Cohen's syndrome. Our patient had a homozygous deletion of exons 18-33
in the VPS13B gene. We concluded that the 8922.2 deletion meets the criteria for pathogenicity.
In addition, the patient has a loss of heterozygosity  within  the
arrfGRCh37]8q13.3924.23(70887835_136618020) region, which includes the RUNX1 gene.

The patient had Cohen's Syndrome, and her parents are second cousins. The patient's mother
was diagnosed with Ewing's Sarcoma. Years later she developed AML and died months after

diagnosis.
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Figure: Proband 3’s family pedigree: black filled symbols represent individuals with hematologic diseases;
hatched symbols represent individuals with oncologic diseases; white symbols represent unaffected individuals;
Dx indicates age at diagnosis; T indicates age at death; an arrow indicates the proband; a crossed-out symbol
indicates a deceased individual; a number within a rhombus indicates the number of children.
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Discussion:

Cohen's Syndrome is an autosomal recessive disease that is caused by mutation of the VPS13B
gene in chromosome 8qg22.2. This encoded protein has a role in the development of the
hematopoietic and osteoarticular systems, as well as the ophthalmologic, cardiovascular,
musculoskeletal, and neurological systems. (Wang, 2016)

Kallio et al, analyzed 16 bone marrow samples from patients with Cohen's Syndrome. (Kallio,
1997). In this case series, they observed that patients had mild to moderate neutropenia, whose

readings from normal to near normal values. Our patient had severe neutropenia (Kallio, 1997).

Thirteen patients had recurrent infection and gingivitis whereas our patient had no opportunistic
infections or recurrent gingivitis.

Kallio also found that bone marrow cellularity was normal or increased and cytogenetics normal
in their case series. The Brazilian patient, by contrast, had hypocellular bone marrow and
abnormal cytogenetics evidencing the clonal nature of the hematologic changes.

There is no family history of hematologic diseases described in Kallio's case series, nor were
there any cases of leukemia or SMD. Perhaps this was due to the fact that MDS was an under-
described condition at that time. Conversely, our patient with MDS had a strong family history
of hematologic and oncologic disease (acute leukemia and Ewing's sarcoma, breast cancer and
bowel cancer).

In their study of neutrophil adhesiveness in patients with Cohen's Syndrome, Olivieri et al
observed that their patients’ bone marrow did not manifest significant morphological

alterations, whereas MDS findings were present in our patient (Olivieri, 1998).

Much like these clinical characteristics, the hematological phenotype could be explained by
consanguinity. A consanguineous marriage is defined as a union between two individuals with
an inbreeding coefficient equal or higher than 0.0156 (BITTLES, BLACK, 2001). This
coefficient represents their progeny's prospect of inheriting identical genes from both parents.
As such, autosomal recessive diseases are more likely to be expressed. First cousins are
predicted to share 12.5% (1/8) of their genes, and their progeny will be homozygous at 6.25%
of gene loci (Bennett et al. 2002).

The proband is the daughter of second cousin consanguineous parents, which would be a

facilitating element for the occurrence of autosomal recessive diseases and certain familial
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cancers. We confirmed the occurrence of Ewing's sarcoma, granulocytic sarcoma, and acute

leukemia in the mother, besides two cases of solid cancer in the proband's cousins.

Our patient presents a cytogenetic alteration that determines CS, but concomitantly a loss of
heterozygosity of some genomic regions has occurred. Among them, that contains the RUNX1
gene. This fact introduced elements that are consistent with the patient's MDS characteristics,

which are not found in Cohen's syndrome.
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