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RESUMO

Introducao: Criancas portadoras da sindrome de Down apresentam risco
significativamente elevado para o desenvolvimento de malignidades hematoldgicas,
destacando-se, em particular, uma forma rara e especifica de leucemia mieloide,
denominada leucemia mieloide associada a sindrome de Down (ML-DS). Entre os multiplos
eventos bioldgicos envolvidos na patogénese, a combinagdo da trissomia do cromossomo
21 com mutacgdes localizadas nos éxons 2 e 3 do gene GATA1, que codifica um fator de
transcricao essencial para a hematopoiese, desempenha papel determinante ao promover
proliferacao celular desregulada. Essas mutagdes alteram a producao da proteina GATA-1
em sua forma candnica, resultando em reducdo de sua abundancia e concomitante
aumento da expressao de uma isoforma truncada, conhecida como GATA1s. A ocorréncia
dessas variantes € mais frequente nos éxons 2 e 3, e sua manifestacao pode ocorrer por
diferentes mecanismos, incluindo substituicdes, duplicagbes ou delecdes. Dessa forma,
tais alteracbes moleculares configuram potenciais marcadores diagndsticos e de
monitoramento da patologia, permitindo a identificacdo de células malignas tanto no
diagndstico inicial quanto na deteccao de recidivas. No presente estudo, exploramos esse
panorama molecular, fundamentado na analise de mutacdes especificas em GATA1, com o
objetivo de monitorar pacientes diagnosticados com ML-DS e submetidos a protocolos
terapéuticos. Métodos: Neonatos hematologicamente normais e com o diagndstico da
sindrome de Down foram incluidos. As amostras de sangue que possuiam viabilidade
celular foram analisadas por citometria de fluxo (CFM) para imunofenotipagem e posterior
avaliacdo de mutacdes no gene GATAT por reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR) com analise de curva melting de alta resolucdo. As variantes finais foram anotadas
utilizando a plataforma Varsome (https://varsome.com/), que fornece classificagdo clinica
baseada nas diretrizes da ACMG, bem como informag¢des sobre frequéncia populacional,
patogenicidade e literatura associada. Resultados: O estudo incluiu um total de 213
pacientes, divididos em trés grupos distintos. O primeiro grupo foi composto por

recém-nascidos com sindrome de Down (SD), sem alteracbes hematoldgicas,


https://varsome.com/

encaminhados para triagem de mutagdées no gene GATA1 (triagem neonatal). O segundo
grupo incluiu pacientes com até 6 meses de idade, com alteragbes hematoldgicas que
suportem a suspeita de transtorno mieloproliferativo transitério associada a SD (TAM). O
terceiro grupo foi formado por pacientes entre 6 meses e 5 anos com alteracdes
hematoldgicas, classificados como suspeitos de leucemia mieloide associada a sindrome
de Down (LM-SD). Na andlise realizada, um total de 58 variantes foram classificadas
conforme segue: 26 variantes foram consideradas patogénicas, 22 variantes como
provavelmente patogénicas, e 10 variantes foram classificadas como de significado incerto.
Nao foram identificadas variantes nas categorias de provavelmente benigna ou benigna.
Discussao: Ao longo deste estudo, conseguimos reunir informagdes importantes sobre as
mutacdes no gene GATA1 em criangas com sindrome de Down, mas muitos pontos ainda
precisam ser melhor compreendidos. Um dos principais desafios que enfrentamos foi a

quantidade expressiva de variantes classificadas como de significado incerto.

Palavras-chave: leucemia mieloide; sindrome de Down; GATA1; mutacao; doenca residual

minima.



ABSTRACT

Introduction: Children with Down syndrome are at a significantly increased risk for the
development of haematological malignancies, notably a rare and specific form of myeloid
leukaemia known as myeloid leukaemia associated with Down syndrome (ML-DS). Among
the biological factors involved in pathogenesis, the combination of trisomy of chromosome
21 with mutations located in exons 2 and 3 of the GATA1 gene—which encodes a
transcription factor essential for haematopoiesis—plays a decisive role by promoting
dysregulated cell proliferation. These mutations alter the production of the canonical
GATA-1 protein, resulting in reduced abundance and a concomitant increase in the
expression of a truncated isoform known as GATA1s. The occurrence of such variants is
most frequently found in exons 2 and 3, and their manifestation can arise through various
mechanisms, including substitutions, duplications, or deletions. In this way, these molecular
alterations constitute potential diagnostic and monitoring markers for the disease, allowing
the identification of malignant cells both at initial diagnosis and during relapse detection. In
the present study, we explore this molecular landscape focused on the analysis of specific
GATA1 mutations with the aim of monitoring patients diagnosed with ML-DS and
undergoing therapeutic protocols. Methods: Haematologically nhormal neonates and those
diagnosed with Down syndrome were included. Blood samples with viable cells were
analysed by flow cytometry (FCM) for immunophenotyping and subsequent assessment of
mutations in the GATA1 gene by real-time polymerase chain reaction (PCR) with
high-resolution melting curve analysis. The final variants were annotated using the Varsome
platform (https://varsome.com/), which provides clinical classification based on ACMG
guidelines, as well as information on population frequency, pathogenicity, and associated
literature. Results: The study included a total of 213 patients, divided into three distinct
groups. The first group consisted of newborns with Down syndrome (DS) without
haematological alterations, referred for screening of GATA1 gene mutations (neonatal
screening). The second group included patients up to 6 months of age with haematological

changes consistent with suspicion of transient myeloproliferative disorder associated with



DS (TMD). The third group comprised patients aged 6 months to 5 years with
haematological alterations, classified as suspected of myeloid leukaemia associated with
Down syndrome (ML-DS). In the analysis performed, a total of 58 variants were classified as
follows: 26 variants were considered pathogenic, 22 variants probably pathogenic, and 10
variants were classified as of uncertain significance. No variants were identified in the
categories of probably benign or benign. Discussion: Throughout this study, we gathered
important information regarding GATA1 gene mutations in children with Down syndrome,
but many issues still require further clarification. One of the main challenges encountered

was the significant number of variants classified as of uncertain significance.

Keywords: myeloid leukemia; Down syndrome; GATA1; mutation; minimal residual disease.
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INTRODUCAO

Sindrome de Down

A sindrome de Down (SD) é o transtorno do neurodesenvolvimento mais prevalente,
com uma causa genética conhecida. Além de dismorfologias faciais e condigdes médicas
congénitas e/ou adquiridas, a sindrome € caracterizada por deficiéncia intelectual,
envelhecimento acelerado e uma maior probabilidade de inicio precoce da doenca de
Alzheimer na idade adulta (WINDSPERGER; HOEHL, 2021).

A SD ocorre em aproximadamente 1 a cada 800 nascimentos em todo o mundo,
sendo a causa mais frequente de deficiéncia intelectual de origem genética. A condigao foi
descrita pela primeira vez por John Langdon Down em 1866, e, mais de 90 anos depois, foi
identificada a causa cromossémica associada a presenca de uma terceira copia do
cromossomo 21. Este cromossomo extra resulta em caracteristicas fenotipicas distintas,
que afetam multiplos sistemas corporais, incluindo os sistemas musculoesquelético,
neurolégico e cardiovascular. Essa condicdo estd associada a uma variedade de
caracteristicas fenotipicas € a um aumento do risco para varias doencas, incluindo
condi¢cdes hematoldgicas. Os individuos com SD frequentemente apresentam estatura
baixa, hipotonia muscular, instabilidade atlantoaxial, alteragbes cardiacas congénitas e
deficiéncia intelectual. Além disso, apresentam caracteristicas faciais distintas, como
orelhas pequenas e de insercdo baixa, dobras epicanticas, ponte nasal achatada, occipicio
plano, boca pequena e fissuras palpebrais inclinadas para cima (“About Down Syndrome”,
2017; ANTONARAKIS et al.,, 2020). A figura 1 mostra os principais sintomas e

manifestagdes descritas para a SD.



Neurodesenvolvimento
Deficiéncia Intelectual
Atraso do desenvolvimento
Desordem de linguagem
Hipoplasia cerebelar

Psiquiatria
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Neuroldgico
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Cranio-facial
Orelhas baixas e pequenas
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Occipicio plano
Boca pequena
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Cardiovascular
Defeitos cardiacos congénitos
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Baixa estatura
Dedos curtos

Sensorial
Perda auditiva condutiva e
neurossensorial
Erros refrativos, catarata,
ceratocone e ambliopia.

Respiratdrio
Apneia do sono obstrutiva
InfecgBes do trato respiratorio
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Hipotonia
Autoimune
Gutios - Obesidade - Doenga tiroidiana
Desordens - Disfuncdes intestinais - Doenca celiaca
hematolégicas - Defeitos de estrutura - Alopecia
Disfuncdes gastrointestinais _  Diabetes melitos |
imunoldgicas - Infertilidade masculina - EeifEes

Figura 01 - Sintomas e manifestagdes na sindrome de Down. Adaptado de (ANTONARAKIS
et al., 2020)

Além das caracteristicas fisicas e intelectuais, individuos com SD sdo mais
propensos a desenvolver uma série de condicdes de saude, como hipotireoidismo,
doencas autoimunes, apneia obstrutiva do sono, epilepsia, problemas auditivos e visuais,
disturbios hematoldgicos, incluindo leucemia, infeccbes recorrentes, entre outras
(ANTONARAKIS et al., 2020).

Apesar das do portadores do SD apresentarem menor ocorréncia de tumores solidos
(ANTONARAKIS et al., 2020), tumores hematolégicos sao mais frequentes. Criangas com
SD tém um risco de até 20 vezes maior de desenvolver leucemia, especialmente leucemia
mieloide (ML-DS), que geralmente apresenta bom progndstico, exceto em casos de
recidiva. Ja a leucemia linfoblastica aguda (DS-ALL) é associada a um progndstico ruim,
com maior taxa de recidiva em comparacao a criangas sem a sindrome (BARWE; KOLB;

GOPALAKRISHNAPILLAI, 2024).
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A descoberta de uma ligacéo entre a trissomia do cromossomo 21 e o fendtipo da
SD foi um marco significativo para o desenvolvimento da medicina genética, permitindo
avancos na compreensdo da fisiopatologia molecular das diversas manifestagcdes
fenotipicas da sindrome. Apesar do progresso nas metodologias de triagem e no manejo
dos sintomas, desafios consideraveis ainda persistem, incluindo a compreensdao dos

mecanismos bioldgicos precisos de cada componente fenotipico.

Trissomia do cromossomo 21 e a patogénese da SD

O cromossomo 21, um dos menores cromossomos humanos, desempenha um
papel crucial na sindrome de Down (SD). A trissomia do 21 pode ser ocasionada pela erros
associados a meiose | (66%) ou meiose Il (21%) materna, meiose | (3%) ou meiose Il (5%)
paterna, bem como por erros de mitose (5%) depois da formacao zigoto (ANTONARAKIS et
al., 1993; HASSOLD; HUNT, 2001).

A Sindrome de Down ocorre devido a presengca de uma copia adicional do
cromossomo 21, podendo se manifestar em trés formas. A Trissomia 21 constitucional,
responsavel por 95% dos casos, afeta todas as células do organismo e ndo é hereditaria
(ANTONARAKIS, 1991). Porém, existem casos de SD originados por uma trissomia que se
apresenta em mosaico ou mesmo por translocacdes que envolvem o cromossomo 21.

Nas ocasides de SD por trissomia do 21 em mosaico, presente em 1 a 2% dos
casos, ocorre quando apenas algumas células, ou de um tipo tecidual, apresentam um
cromossomo 21 extra, podendo resultar em caracteristicas menos evidentes. Ha descricao
de casos de SD originadas por translocacdes cromossémicas (robertsoniana ou
cromossomo isocrémico), essas alteracdes representam cerca de 3 a 4% dos casos (ASIM
et al., 2015). Em todos os casos, o tipo especifico da alteracdo genética responsavel pela
sindrome pode ser identificado por testes laboratoriais.

A trissomia do cromossomo 21 em individuos com SD tem sido usado como um

modelo importante no estudo da leucemogénese, uma vez que neonatos e criangas com a
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condicéo frequentemente apresentam leucemia transitoria congénita e maior predisposicao
a leucemias mieloides e linfoblasticas. Por outro lado, a trissomia 21 € um hit de alteragao
somatica, também associada a quadros relacionados ao desenvolvimento de leucemias
(FONATSCH, 2010).

O cromossomo 21, que contém cerca de 300 genes, esta envolvido em diversas
aberragcoes estruturais, como translocacodes e delecdes, associadas a diferentes canceres,
incluindo leucemias e linfomas. Genes como RUNX1, TMPRSS2 e TFF, localizados na
regido 21q, desempenham um papel fundamental na tumorigénese, tanto por mutagoes
somaticas quanto constitucionais (FONATSCH, 2010).

Apesar da relacdo da trissomia 21 com a leucemia, a baixa incidéncia de tumores
sélidos em individuos com Sindrome de Down ainda requer mais investigacdo (FONATSCH,
2010). A trissomia do 21 apresenta-se como uma alteracao genética protetora de tumores
solidos, como cancer de mama e pulmao, isso se da possivelmente devido ao incremento
da expressao de genes na Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR) no cromossomo
21. Experimentos de transcriptémica em modelos animais identificaram que os genes ETS2
e RCAN1 podem atuar como potenciais fatores protetores contra esses canceres. A
expressdo destes genes esta significativamente reduzida em tumores mamarios e
pulmonares e a um prognostico mais reservado. Além disso, os genes ETS2 e RCAN estao
envolvidos em vias biolégicas importantes, como sinalizacdo de TGF-B, EGFR, IFN-y, TNF
e p53, sugerindo um papel relevante na regulagdo imunoldgica e no desenvolvimento
tumoral (FOSU et al., 2023).

A trissomia do 21 ndo impacta somente no desenvolvimento de doencas de carater
oncoldgico. Entre os genes localizados no cromossomo 21, muitos estdo associados a
funcdes criticas no desenvolvimento e funcionamento de varios sistemas organicos, cujos
genes importantes foram listados no Quadro 01. Um exemplo, o gene APP, que codifica a
proteina precursora amiloide, esta implicado na predisposicdo aumentada para a doenca
de Alzheimer de inicio precoce observada em individuos com SD. Além disso, genes como

o DYRK1A estdo envolvidos em processos de sinalizacdo celular e desenvolvimento
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neuronal, contribuindo para as caracteristicas cognitivas e neuroldgicas da sindrome

(DORAN et al., 2017; RUIZ-MEJIAS et al., 2016).

Quadro 01 - Categoria funcional e principais genes associados a patogénese da Sindrome
de Down proposto por (SINET et al., 1994)

Categoria Funcional Genes
Fatores Transcricionais RUNX1 (AML1; interagao com GATA1);

BACH1 (supressor tumoral);
ETS2 (proto-oncogene);
ERG (proto-oncogene)
Mal de Alzheimer AAP (amyloid precursor protein)
S$110B (S100 calcium binding protein)
Resposta Imune CCT8 (subunidade do complexo-T);

TIAMI (proteina indutora de invasao e
matastase de linfoma-T);
Modulador epigenético DNMT3L (metilagao de DNA)

Metabolismo do Folato SLC19A1 (Familia de carreadores de folato)

Hematopoiese e a Sindrome de Down

A hematopoiese € o0 processo responsavel pela formacdo de todas as células
sanguineas a partir de células-tronco hematopoéticas (CTH). Esse processo ocorre
predominantemente na medula 6ssea em adultos, mas durante o desenvolvimento fetal,
outros locais como o saco vitelino, o figado fetal e a regido aorta-gbnada-mesonefro (AGM)
também desempenham papéis cruciais. As CTHs sado capazes de se auto-renovar e
diferenciar em todos os tipos de células sanguineas, incluindo eritrécitos, leucécitos e
plaquetas, através de uma série de divisdes celulares e diferenciagcbes controladas por

sinais moleculares e interacdes com o nicho da medula 6ssea(ORKIN; ZON, 2008).
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Na embriogénese, a hematopoiese se da em etapas sucessivas, iniciando no saco
vitelino (hematopoiese primitiva), e posteriormente ocorre no figado fetal (hematopoiese
definitiva) e, na véspera do nascimento, migra para a medula Ossea. Embora
tradicionalmente se acreditasse que as CTH fossem originarias exclusivamente do saco
vitelino, outra fonte intraembrionaria, na AGM, pode ser responsavel pela hematopoiese
definitiva. O sistema hematopoiético depende da expansado e manutencao das CTH, e entre
os fatores de crescimento importantes para esse processo figuram moléculas como Kit,
IL-3 e IL-11, bem como fatores de transcricdo, como GATA-2, importante para a
hematopoiese embrionaria. Outros fatores, como c-Myb, GATA-1, PU.1 e lkaros, também
possuem papeéis importantes na diferenciacdo de células hematopoiéticas especificas,
promovendo a maturagcdo de eritrocitos, de das outras células de linhagem mieloides e
linfécitos(ORKIN, 1995).

O desenvolvimento das CTHs segue uma hierarquia bem definida, comecando com
células multipotentes que podem gerar todos os tipos de células sanguineas, passando por
progenitores comprometidos que sao restritos a determinadas linhagens celulares, até
alcancar precursores que se diferenciam em células sanguineas maduras. Fatores de
transcricdo, como GATA1, RUNX1 e PU.1, desempenham papeis essenciais na regulacao
dessa hierarquia, direcionando a diferenciacao celular em respostas a sinais externos e
internos (ORKIN; ZON, 2008). Além disso, a interacdo das CTHs com o microambiente da
medula éssea, que inclui células estromais, osteoblastos e fatores soluveis, é fundamental
para a manutencdo da homeostase hematopoética e a resposta a situagcdes de estresse,
como infec¢des ou danos teciduais.

Uma hematopoiese clonal (CH), que é a expansao de uma unica célula progenitora,
pode acontecer em decorréncia de mutagdes somaticas. Normalmente, essas mutacdes
sao observadas em um limitado grupo de genes, normalmente envolvidos na regulacao
epigenética, reparo de DNA, genes sinal do crescimento celular e fatores de splicing entre

outros (JOO et al., 2023).
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A relacdo entre a hematopoiese e a sindrome de Down (SD) € de particular interesse
devido a alta incidéncia de desordens hematologicas em individuos portadores.
Especificamente, a desordem mieloproliferativa transitéria (TAM), uma condicao
pré-leucémica exclusiva de neonatos com SD, esta associada a mutacdes no gene GATA1,
que resultam em uma proteina truncada (GATA1s) que interfere na regulacdo normal da
hematopoiese (ORKIN, 2008)., mais tardiamente, apds dos 6 meses e até 5 anos de idade,
alteragoes ja levara ao diagndstico da Leucemia Mieloide da Sindrome de Down. Nesse
contexto, mutacdes no gene GATAT1, associadas a trissomia do 21, pode levar a expansao
descontrolada de megacariécitos e outras células precursoras mieloides, aumentando o
risco de progressao para LMA. Portanto, a compreensdo dos mecanismos de
hematopoiese e suas disfuncdes especificas em individuos com SD é crucial para o

desenvolvimento de estratégias diagndsticas e terapéuticas eficazes.

Leucemogénese na Sindrome de Down

A leucemogénese em portadores da sindrome de Down é um processo complexo
caracterizado por mutagdes em genes especificos e proliferagcdo celular anormal. Uma
caracteristica central deste fenébmeno € a presenca da terceira copia do cromossomo 21
que desencadeia um risco aumentado para o desenvolvimento de varios tipos leucémicos,
particularmente a Leucemia Megacariocitica Aguda (Leucemia Mieldide da sindrome de
Donw - LM-SD) bem como também para a Leucemia Linfoide Aguda (LLA). As anomalias
genéticas que favorecem o surgimento das leucemias frequentemente surgem no periodo
embrionario (MENARD; LEVIN, [s.d.]; XAVIER et al., 2011)

Criangcas com SD possuem um elevado risco de desenvolvimento de leucemia
comparado a criangcas ndao SD. Aproximadamente 30% dos recém-nascidos com SD
desenvolvem uma condicdo pré-leucémica, apresentando leucocitose e presenca de

blastos no sangue periférico, chamada mielopoiese anormal transitéria (TAM). Essa



19

condigdo ocorre até os 6 primeiros meses de vida e € resultante da interacdo entre a
trissomia do 21 e mutagdes no gene GATAT, condicdo que geralmente € autolimitada e nao
necessita de intervencao terapéutica especifica (BHATNAGAR et al., 2016; XAVIER et al.,
2011).

O diagndstico de TAM tem sido feito com base na contagem celular por meio do
hemograma completo (HC) em recém-nascidos com SD sintomatico, e com presenca de
megacarioblastos no sangue periférico. A pesquisa da alteracdo molecular em GATA1
associada a contagem de blastos megacariociticos por CFM permite o diagndstico
assertivo de TAM (WANG et al., 2015). Porém, atualmente ndo ha rotina bem estabelecida
para o uso de citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) para uma contagem precisa de
blastos ou teste molecular para identificacdo de mutacdées em GATA1; nem todos os
recém-nascidos com SD com TAM terdo um HC no periodo neonatal. Isso significa que,
provavelmente, exista uma populacdo de recém-nascidos com SD que apresentam TAM
subdiagnosticada.

Até os 5 anos de idade, as criangas com SD tem um risco aumentado 150 vezes de
desenvolver a LM-SD uma leucemia megacariocitica aguda, condicdo também associadas
a coexisténcia de mutacdes do gene GATAT e a trissomia do 21, um quadro leucémico que
em geral possuem boas taxas de cura, mas dependem de protocolos de tratamento
proprios, com baixas doses de quimioterapia, visto que portadores da SD apresentam alto
risco de toxicidade (MCNULTY; CRISPINO, 2020; XAVIER; TAUB, 2010).

Apesar dos avang¢os na compreensao da biologia da TAM e da LM-SD, o diagndstico
precoce ainda representa um desafio importante, sobretudo diante da auséncia de
protocolos universalmente estabelecidos para triagem molecular em recém-nascidos com
SD. Nesse contexto, técnicas moleculares de triagem, como a High Resolution Melting
(HRM), apresentam um potencial significativo para auxiliar na identificacdo precoce de
variantes no gene GATA1. O HRM é capaz de distinguir, com alta sensibilidade e preciséo,
alteracdes genéticas sutis entre amplicons de DNA, atuando como um indicativo robusto

da presenca de mutagcdes na regido-alvo da amplificagdo. Dessa forma, o uso dessa
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técnica pode contribuir para ampliar o rastreamento de recém-nascidos com SD,
permitindo uma estratificacdo mais precoce, vigilancia adequada e encaminhamento

oportuno para avaliagdo hematolégica especializada.

O gene GATA1

A familia GATA de proteinas regulatérias nucleares atua como um protétipo para a
acao de fatores transcricionais especificos. Esta familia € composta por seis membros, que
séo divididos em dois subgrupos com base no perfil de expressao e na estrutura genética.
Os genes GATA1, GATA2 e GATA3 sado predominantemente expressos em linhagens
hematopoéticas, enquanto os genes GATA4, GATAS e GATA6 estao associados a linhagens

endodermais (ZHENG; BLOBEL, 2010).

O gene GATA1, localizado no cromossomo X (X p11.23), faz parte desta familia de
fatores GATA. Foi inicialmente identificado por sua capacidade de se ligar as regides
promotoras do gene globina, e hoje € conhecido como um fator transcricional ativo em
diversos tipos celulares (CRISPINO, 2005). O gene se estende por 7 kb, possui seis éxons e
transcreve 1.239 nucleotideos a partir do éxon 2. A traducdo resulta em duas proteinas:
uma maior, composta por 413 aminoacidos, € uma isoforma menor, composta por 330
aminoacidos, conhecidas como GATA-1 e GATA-1s, respectivamente. As proteinas
possuem massa molecular de 42,7kDa e 40kDa, respectivamente. A produg¢ao da isoforma
menor GATA-1s pode ocorrer por transcricao alternativa a partir da metionina 84 no inicio

do éxon 3, ou por splicing alternativo do éxon 2 (CRUZ HERNANDEZ et al., 2020).

O gene GATA71 é fundamental para a maturacdo das células do sistema
hematopoético, especialmente as células eritroides, megacariécitos, eosindfilos e
mastdcitos, regulando cooperativamente moléculas chave associadas a proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose. Esta proteina possui tanto ligantes de DNA quanto atividade de

transativacdo dentro de trés dominios funcionais: dois dedos de zinco (zinc fingers), um
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dominio dedo de zinco N-terminal e um C-terminal e um dominio de ativagcdo N-terminal
(AD). O dedo de zinco N-terminal (NT) apresenta tanto a funcéo de ligante de DNA quanto a
funcdo de recrutador de cofatores, com o dedo de zinco C-terminal (CT) proporcionando
estabilidade para essas interacOes. Destaca-se o papel da regido N-terminal em recrutar
um dos cofatores mais importantes do GATA1, o FOG1. Juntamente com NF-E2, FLI1 e
GFI1B, desempenham um papel central no controle transcricional da megacariopoiese

(CRISPINO, 2005; HITZLER; ZIPURSKY, 2005).

Individuos com leucemia megacarioblastica aguda e sindrome de Down tiveram o
status mutacional do gene GATA1 avaliado e esses achados evidenciaram a importancia de
compreender melhor os mecanismos de agcao do GATA1 (WECHSLER et al., 2002). Foram
identificadas mutagdes cruciais para o desenvolvimento das alteragcdes funcionais deste
gene. Com isso, comegou-se a observar a associacdo do GATA1 com outros genes, sendo

relatadas muitas interagcdes genéticas.

A interacéo fisica entre o GATA1 e o FOG1 é vital para o desenvolvimento das células
eritroides. O cofator FOG1 é expresso inicialmente em células progenitoras hematopoéticas
e possui quatro de seus nove dedos de zinco interagindo com o GATA1 para o
desenvolvimento de eritrécitos e megacariocitos (HONG et al., 2005). Em modelos murinos
nocaute para GATA1 ou FOG1, observa-se a morte durante a fase embrionaria devido a
anemia grave, resultante da parada maturativa no nivel de pré-eritroblasticos (GREENE et
al., 2003). Além disso, mutagdes pontuais na regidao do dedo de zinco N-terminal de GATA1

impedem a interagdo com FOG1, bloqueando interagcdes entre outras proteinas e GATA1.

Para entender melhor a base molecular dessa interacdo entre GATA1 e FOG1,
estudos examinaram os efeitos desses genes através do gene promotor allb. A interacéo
fisica entre GATA1 e FOG1 requer a ativagdo deste promotor tanto in vitro quanto in vivo, e
elementos especificos da familia Ets determinam tal reconhecimento transcricional. Um dos
elementos da familia Ets, o Fli1, mostrou-se importante no desenvolvimento normal de

megacariocitos. Evidéncias convincentes deste papel incluem a producdo de
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megacariocitos indiferenciados em animais nocaute para Fli1, resultando na morte por

hemorragia cerebral e disfuncédo endotelial (SPYROPOULOS et al., 2000).

Os dois dominios dedos de zinco, um NT e outro CT, sdo fundamentais para as
interacdes proteina-proteina. Estudos in vitro demonstraram que tanto FOG1 quanto Fli1
interagem com o dedo de zinco NT, embora em regides distintas. Acredita-se que formam
um complexo tri-molecular, GATA1-FOG1-Fli1, mediando a expressdo das células
progenitoras megacariociticas (EISBACHER et al., 2003). Esta regido de ligacéo de fatores
transcricionais da familia Ets tem um papel crucial na determinacdo da capacidade do

FOG1 de ativar ou reprimir o GATA1 (WANG et al., 2015).

Outro gene desta familia, PU1, interage de forma interessante com o GATAT1,
apresentando um antagonismo reciproco que direciona a diferenciagcdo de cada linhagem
mieloide (REKHTMAN et al.,, 2003). Esta interacdo ocorre através do dominio de
transativacdo, onde PU1 usa seu dominio para reprimir GATA1. Um exemplo disso é a
expressao forcada de PU1 na linhagem eritroide, resultando em eritroleucemia em

camundongos, explicada pelo bloqueio do GATA1(ORKIN; ZON, 2008).

Outros fatores interagem com GATA1 na diferenciagdo da linhagem megacariocitica,
como o gene RUNX1, de crucial importancia. RUNX1, conhecido previamente como AML1,
€ necessario para a maturacdo de megacariocitos e a diferenciacdo de células T e B
(ICHIKAWA et al., 2004). Frequentemente alvo de translocagdes cromossdmicas, resulta na
fusdo proteica dominante negativa (LUTTERBACH; HIEBERT, 2000). Foi demonstrado que
RUNX1 interage fisicamente com o dedo de zinco do GATA1 no processo normal de
diferenciacdo megacariocitica. RUNX1 esta localizado na regidao critica da SD no
cromossomo 21, e ha indicios de que o aumento de RUNX1 pode desempenhar um papel

significativo nas leucemias em criangas com SD (GURBUXANI; VYAS; CRISPINO, 2004).
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JUSTIFICATIVA

A importancia de se estudar alteracdes no gene GATA1 em pacientes com sindrome
de Down (SD) é destacada por varias razdes criticas, especialmente quando se considera a
predisposicdo aumentada dessa populagcdo para desenvolver neoplasias mieloides.
Criancas com SD apresentam uma maior probabilidade de desenvolver transtornos
mieloproliferativos, como a leucemia mieloide associada a sindrome de Down (ML-DS) e a
mieloproliferacdo transitoria (TAM), sendo esta Ultima caracterizada por um aumento

transitério de células blasticas no sangue periférico (KANEZAKI et al., 2010).

As mutagdes no gene GATA1 sdo particularmente relevantes em neonatos com SD,
pois estas mutagdes resultam na producédo de uma isoforma da proteina GATA1, conhecida
como GATA1s. Estudos demonstraram que a maioria das mutag¢des se localiza nos éxons 2
ou 3 do gene GATA1, e essas alteracbes podem ser distintas para cada paciente. Além
disso, ha uma correlagdo direta entre as mutacdes no gene GATAT e o desenvolvimento
tanto de TAM quanto de ML-DS (KANEZAKI et al., 2010). Esta relacdo genética torna a
investigagdo dessas mutagdes uma ferramenta crucial para a identificagcdo precoce e

monitoramento de neonatos com SD em risco de desenvolver neoplasias mieloides.

Uma abordagem de triagem sensivel para mutacdes no GATA1 pode identificar de
forma confidvel neonatos com SD que estdo em risco de desenvolver ML-DS. Dados
mostram que aproximadamente 20% das criangas diagnosticadas com TAM evoluem para
ML-DS (GOEMANS et al., 2021). A deteccao precoce através da triagem de mutacdes pode
permitir intervengdes clinicas mais oportunas, melhorando potencialmente os resultados
terapéuticos e a sobrevivéncia a longo prazo desses pacientes. Além disso, essa triagem
pode fornecer informacdes valiosas para os pais, permitindo-lhes entender melhor os

riscos e as possiveis trajetérias de saude de seus filhos (GOEMANS et al., 2021)
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Portanto, estudar as alteracbes no gene GATA1 em pacientes com sindrome de
Down nao é apenas fundamental para a compreensdo da biologia subjacente dessas
neoplasias, mas também para o desenvolvimento de estratégias de manejo clinico que
possam melhorar significativamente a qualidade de vida e os prognosticos desses

individuos.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como principal objetivo investigar alteracdes no gene GATAT em

individuos com Sindrome de Down. Para isso, propde-se:

e Empregar a técnica de High-Resolution Melting (HRM) como método de triagem
inicial para deteccao de possiveis mutacdes no gene GATAT, visando identificar

variagcdes genéticas com maior agilidade e custo-efetividade;

e Realizar o sequenciamento dos éxons 2 e 3 do gene GATA7, complementando os
dados previamente obtidos, com o intuito de compor um panorama epidemioldgico
da frequéncia e diversidade de mutacdes nesta regido génica em uma amostra

representativa da populacao brasileira;

e Avaliar a presenca de Doenca Residual Minima (DRM) por meio da detecgao de
mutacgdes especificas e da expressao da isoforma truncada GATATs, contribuindo

para 0 monitoramento e o prognostico de pacientes;

e Estabelecer relagdes entre os achados moleculares e os dados clinicos dos
pacientes, visando aprofundar a compreensao da relevancia funcional dessas
mutac¢des no contexto da fisiopatologia e evolugao clinica das alteracbes

hematoldgicas associadas a trissomia do 21.
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METODOLOGIA

Selecao de Amostras

Neonatos hematologicamente normais (contagem de blastos circulantes < 10%),
com sindrome de Down (SD) nas suas primeiras semanas de vida, pacientes pediatricos
com SD suspeitos de ter Leucemia Transiente da Infancia (TAM) ou Leucemia Mieloide
Associada a Sindrome de Down (LM-SD) foram indicados por seus médicos para participar
do estudo. A coleta de dados ocorreu entre maio de 2018 e junho de 2024. Foram incluidos
na pesquisa 261 pacientes. Para participacdo do estudo, todos os responsaveis pelos
pacientes anuiam o termo de consentimento esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Satde

(FEPECS), sob o numero de protocolo 60867716.3.0000.5553.

Os critérios de inclusdo estabeleceram que lactentes com até trés meses de idade
portadores de sindrome de Down e criangas com suspeita de LM-SD seriam o publico-alvo

do projeto. A casuistica estimada para o estudo foi de 200 pacientes.

Analise inicial e triagem das amostras

Apds o consentimento dos responsaveis, os pacientes foram submetidos a coleta de
sangue para a primeira avaliacdo hematoldégica. As amostras de sangue que possuiam
viabilidade celular foram analisadas por citometria de fluxo (CFM) para imunofenotipagem e
posterior avaliacdo de mutagdes no gene GATAT7. A avaliacdo hematoldgica incluiu a
realizacdo do hemograma completo e analise morfolégica, conduzido pelo Hospital de
Criancas de Brasilia (HCB).
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Imunofenotipagem

Para andlise de imunofenotipagem por citometria de fluxo, foi realizada uma
contagem e caracterizagdo imunofenotipica de células blasticas com marcadores de
linhagem especificos, incluindo a co-expressao de CD33, CD7, CD34, CD117 e marcadores
megacariociticos (CD41 e CD61) na regidao de blastos com baixa expressdao de CD45. Os
pacientes que apresentaram alteracdo hematoldgica (citopenias) ou contagem de células
anormais pela citometria de fluxo tiveram suas amostras selecionadas para andlise de
mutagcdo no gene GATAT, conforme recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude

(OMS, 2016).

Preparo e Extracéo de Acidos Nucleico

Amostras de sangue periférico e, eventualmente, aspirados de medula dssea
colhidos por indicacdo clinica especifica foram encaminhadas para o Laboratério de
Pesquisa Translacional do Hospital de Criancas de Brasilia (HCB) para processamento e
analise. As células mononucleares sanguineas foram isoladas utilizando um gradiente de
Ficoll (GE Healthcare Life Sciences), lavadas em PBS 1X e aliquotadas em dois tubos. Um
dos tubos foi destinado a extracdo de DNA e RNA para a pesquisa de mutagcdes no gene
GATAT1 e andlise de expressao génica, enquanto o outro foi reservado para criopreservagao

e armazenamento no biorrepositorio.

O DNA das amostras foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. Apds a extragcdo, as amostras foram
quantificadas em espectrofotdmetro e, posteriormente, acondicionadas a -20°C até a
realizacdo dos ensaios. Para andlise de RNA de um dos casos selecionados, o material
genético foi extraido utilizando o método TRIzol® de acordo com as especificacdes do
fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotdbmetro e, posteriormente,

acondicionadas a -80°C até a realizagéo dos ensaios.
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Rastreamento de mutagdes por HRM

DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue periférico ou aspirados de
medula 6ssea utilizando um kit de purificacdo de DNA gendédmico Wizard (Promega, EUA),
seguindo as instrugcdes do fabricante. A andlise de HRM para o gene GATA1 foi realizada
utilizando 120 ng de DNA gendmico isolado, 10 pl de 2x MeltDoctor HRM Master Mix
(Applied Biosystems), 0,3 pM de cada oligonucleotidico para o éxon 2
(5'-GTCCTCGCAGGTTAATCCCC-3"; 5-GCCAAGGATCTCCATGGCAACCC-3) e éxon 3
(5'-GGAACTTGGCCACCATGTTGG-3'; 5-GAGCTAGGCTCAGCTCAGCTTTAC-3') do GATA1,
em um volume final de reac&o de 20 pl, sob as seguintes condi¢cdes de PCR: desnaturagéo
a 95°C por 10 minutos, seguida de 95°C por 15 segundos, anelamento e extensdo a 60°C
por 60 segundos (45x). A desnaturacao foi realizada a 95°C por 10 segundos, e os perfis de
HRM foram obtidos de 70°C a 95°C a uma taxa de rampa de 0,02°C/s. Um controle de tipo
selvagem (WT) foi incluido em cada execucdo. Os ensaios foram realizados na plataforma

LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).

Os resultados foram analisados pelo software LightCycler 480 Gene Scanning
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), utilizando curvas de fusdo normalizadas e
ajustadas pela temperatura, exibidas como gréaficos de diferenca. Os produtos de HRM de
todas as amostras foram submetidos a andlise de sequenciamento Sanger. Todas as

reagcoes de HRM foram realizadas em ftriplicatas.

O protocolo aqui descrito foi desenvolvido pelo Laboratério de Pesquisa
Translacional e pode ser avaliado em publicagao ja realizada por Camargo e colaboradores

(2023).

Sequenciamento dos éxons 2 e 3 do Gene GATA1

O sequenciamento dos éxons 2 e 3 do gene GATAT foi realizado utilizando a técnica
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de Sanger, ora inicialmente usando amplicons de PCR convencional, ora usando amplicons

resultados pela triagem baseada em HRM que usa PCR em termpo real.

As reacoes de PCR para amplificagao das regioes de interesse foram conduzidas de
seguindo o seguinte protocolo: 5uL microlitros de cada produto de PCR, previamente
diluido em uma proporcdo de 1:20 em agua, foram purificados utilizando o reagente
ExoSAP-IT PCR Product Cleanup (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) conforme
recomendacdo do fabricante. Seguindo, cada reacdo de sequenciamento foi preparada
utilizando 3pL do produto de PCR purificado, 0,3 pM de primer baseado no protocolo de
sequenciamento do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle (Life Technologies), conforme
as instrucdes do fabricante. As analises de sequenciamento foram realizadas no ABI3500
Genetic Analyzer (Life Technologies) e foi utilizado o softwarer CLC (Qiagen) para

comparacgao dos resultados obtidos com a sequéncia de referéncia.

Monitoramento de doencga residual minima por PCR

Para a deteccdo de mutacdes de ponto (SNV) no gene GATA1, foram realizadas
reacdes de PCR alelo especifico (AE-PCR). Essas rea¢des foram projetadas para amplificar
seletivamente os alelos mutantes e selvagens, permitindo a distingao precisa entre eles.
Cada reacao de PCR foi configurada com primers especificos para cada alelo, garantindo a
especificidade da amplificacdo. Os primers foram desenhados de maneira que a mutacao
SNV de cada paciente fosse correspondesse ao ultimo nucleotideo do primer, além disso,
na terceira posicao a partir da extremidade 3’ foi inserido um mismatch com a sequéncia de
referéncia. Esse tem como objetivo aumentar a especificidade da reacdo, garantindo que
haja a amplificacdo somente das sequéncias mutadas e ndo das sequéncias selvagens

(Liu, et al. 2012).
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As reacoes de PCR foram realizadas em um volume total de 25 pL, contendo 50 ng
de DNA gendmico, 1X de tampéao de PCR, 200 pM de cada dNTP, 0,5 pM de cada primer
especifico para os alelos mutante e selvagem, 1,5 mM de MgCI2 e 1 U de Tag DNA
polimerase. As condi¢des térmicas do PCR incluiram uma desnaturagao inicial a 95°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagcédo a 95°C por 30 segundos, anelamento por
30 segundos com temperatura otimizada para cada variante genética (vide resultados) e
extensdo a 72°C por 1 minuto, com uma extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos
de PCR foram entdo analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta para confirmar a presenca dos

fragmentos amplificados especificos dos alelos.

Sequenciamento de Nova Geracao

Amostras que nado tiveram alteragdes detectadas pelo método de sequenciamento
Sanger, mas cujo paciente apresentava sinais clinicos compativeis com LM-SD ou TAM
foram submetidos ao sequenciamento de nova geragdo. A construcdo das bibliotecas foi
conduzida com o kit TruSight RNA Fusion Panel (lllumina), que além de permitir a detecgao
de fusdes génicas, também possibilita a analise de variantes pontuais (SNVs) em regides
exOnicas dos genes-alvo. As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma NextSeq 1000

(llumina), utilizando a estratégia paired-end (2 x 75 bp).

As sequéncias brutas (FASTQ) foram submetidas a controle de qualidade com a
ferramenta fastQC, que realizou a filtragem de adaptadores e a remocao de leituras de
baixa qualidade. O alinhamento ao genoma de referéncia humano (GRCh38) foi realizado
utilizando o alinhador STAR (DOBIN, et al.,, 2013), configurado em modo de duas
passagens para melhorar a acuracia na deteccdo de splice junctions e aumentar a

confiabilidade no mapeamento.
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Os arquivos BAM resultantes foram processados com o Picard Tools para marcagao
de duplicatas, ordenacdo e indexacdo. Em seguida, foi utilizada a ferramenta
SplitNCigarReads, parte do GATK, para ajustar os alinhamentos de transcritos contendo
splicing, de forma a torna-los compativeis com as etapas subsequentes de chamada de

variantes.

A identificacdo de variantes somaticas foi realizada com o Mutect2 (GATK), utilizando
como entrada os arquivos BAM das amostras.. O Mutect2 foi configurado com filtros
otimizados para dados de RNA-Seq. As chamadas de variantes passaram pela etapa de

filtragem com o FilterMutectCalls, também do GATK, para remoc¢ao de falsos positivos.

As variantes finais foram anotadas utilizando a plataforma Varsome

(https://varsome.com/), que fornece classificacao clinica baseada nas diretrizes da ACMG,

bem como informagdes sobre frequéncia populacional, patogenicidade e literatura
associada. Todas as etapas foram conduzidas com o objetivo de garantir precisdo e
reprodutibilidade na deteccao de variantes somaticas, permitindo a interpretagao funcional

e clinica dos dados transcriptdmicos analisados.

Fluxo de diagnodstico e monitoramento

O fluxograma linear 01 apresenta uma representagcdo esquematica do fluxo
diagndstico proposto para avaliagcdo hematoldgica e molecular em criangas com Sindrome
de Down, integrando etapas laboratoriais e clinicas essenciais para a identificagao precoce
de alteracbes associadas a mielopoiese anormal transitoria (TAM) e a Leucemia
Megacariocitica Aguda da Sindrome de Down (LM-SD). O fluxo inicia-se pela realizacédo do
hemograma completo, utilizado como triagem inicial para deteccdo de leucocitose e
presenca de blastos. Em seguida, aplica-se a citometria de fluxo, que permite avaliar a
imunofenotipagem e quantificacdo de blastos megacariociticos. A terceira etapa
compreende o screening molecular de mutacdes, contemplando técnicas como HRM,

voltadas para a deteccado rapida de variantes no gene GATAT. Posteriormente, quando


https://varsome.com/
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indicado, procede-se ao sequenciamento, visando caracterizacdo detalhada das mutagoes
identificadas. As etapas laboratoriais sdo acompanhadas de monitoramento clinico,
fundamental para avaliagdo do quadro e definicdo de conduta. Por fim, realiza-se a etapa
de DRM, que integra testes por citometria e PCR, consolidando a interpretacéo diagndstica

e definindo o seguimento apropriado.

Hemograma Citometria de Si ing d . Acompanhamento DRM (CFM e PCR)
Completo Fluxo ﬂi?gé%gese Sequenciamento Clinico
ﬁ! 7 Flow cytometry .
10 g0 $e ™
0% AAAH | 'mi.
Fluxograma 01 - Fluxograma representando o fluxo diagndstico proposto para

recém-nascidos e criangcas com Sindrome de Down, incluindo hemograma completo,
citometria de fluxo, triagem molecular de GATA7T (screening), sequenciamento,

acompanhamento clinico e testes complementares (DRM).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pacientes recrutados para o estudo

Os pacientes foram recrutados em 45 diferentes instituicdes, todos atendendo aos
critérios de inclusido preconizados pelo estudo. A coorte incluiu pacientes com trissomia do
cromossomo 21 com suspeita de TAM ou de LM-SD. Os estados onde estédo localizadas as
instituicbes participantes incluem: Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG), Sergipe (SE),
Parana (PR), Rio de Janeiro (RJ), Mato Grosso do Sul (MS), Espirito Santo (ES), Alagoas
(AL), Goias (GO), Bahia (BA), Ceara (CE), Sao Paulo (SP), Santa Catarina (SC), Paraiba (PB),
Piaui (Pl) e Para (PA), como pode ser visto no mapa (Figura 02), e a lista de instituicdes

participantes esta disponivel no ANEXO I.

O Distrito Federal (DF) teve o maior numero de amostras coletadas, totalizando 106.
Outros estados com quantidades significativas de amostras incluem Sao Paulo (SP) com 12
amostras, Parana (PR) com 17, Bahia (BA) com 10 e Alagoas (AL) com 7. Estados como
Espirito Santo (ES) e Para (PA) apresentaram apenas uma amostra cada, demonstrando
uma distribuicdo n&o uniforme das coletas, como pode ser visto na Figura 03. O estudo
incluiu um total de 213 pacientes, divididos em trés grupos distintos. O primeiro grupo foi
composto por recém-nascidos com sindrome de Down (SD), sem alteracdes
hematoldgicas, encaminhados para triagem de mutagdes no gene GATA1 (triagem
neonatal). O segundo grupo incluiu pacientes com até 6 meses de idade, com alteracdes
hematologicas que suportem a suspeita de transtorno mieloproliferativo transitério
associada a SD (TAM). O terceiro grupo foi formado por pacientes entre 6 meses e 5 anos
com alteracbes hematoldgicas, classificados como suspeitos de leucemia mieloide

associada a sindrome de Down (LM-SD) (Tabela 02).

Entre os recém-nascidos, houve uma leve predominancia de meninas (59) em
relacdo a meninos (51). Apenas 5 pacientes (4,5%) desse grupo apresentaram mutacoes

em GATA1, distribuidas de forma semelhante entre os sexos (2 meninos e 3 meninas).
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Esses casos foram caracterizados como TAM silenciosa, em que células com a mutagao
circulam no sangue, mas sem alteragdes hematoldgicas detectaveis (RAZEN et al., 2014).
TAM ocorre em aproximadamente 10% dos recém-nascidos com sindrome de Down, e em
65-80% dos casos pode haver remissdo esponténea nas primeiras semanas ou meses de
vida. No entanto, uma parcela dos pacientes apresenta complicagdes graves, como
insuficiéncia hepatica e coagulopatia, que podem ser fatais no periodo neonatal, o que
reforca a necessidade de acompanhamento clinico e hematoldgico rigoroso (GREAVES et

al., 2013; GINSBURG et al., 2021).

Os pacientes com alteragdes hematolégicas foram divididos entre os grupos
suspeitos de TAM e de LM-SD, condi¢cdes que ocorrem em faixas etarias distintas: TAM é
tipica até os 6 meses de idade, enquanto LM-SD ocorre entre 6 meses e 5 anos (LEMOS et
al., 2023). No grupo suspeito de TAM, foram incluidos 48 pacientes, dos quais 25 (52%)
apresentaram mutacdes confirmadas. Houve predominancia de meninos, sendo que 88%

das mutagdes detectadas foram em pacientes do sexo masculino.

No grupo suspeito de LM-SD, 55 pacientes foram sequenciados, e 27 (48%) tiveram
mutacdes confirmadas. Entre esses, 74% eram meninos. Esses dados contrastam com a
literatura, que ndo aponta uma predominancia masculina significativa (WATANABE et al.,
2019). Essa diferenca pode estar relacionada a maior indicacdo de meninos para o estudo
ou a fatores bioldgicos. Um aspecto a considerar € a baixa quantidade de blastos
circulantes em alguns casos. Além disso, o gene GATA1 esta localizado no cromossomo X;
portanto, em meninas, que possuem duas coépias desse cromossomo, a copia extra pode
reduzir a frequéncia alélica da mutacao, dificultando sua deteccao em comparagdo aos

meninos.
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Tabela 02: Distribuicdo e classificacdo dos pacientes participantes do estudo em trés

grupos clinicos diferentes.

Pacientes com .
Pacientes com

Total de mutacéo ~
Grupo . Sexo mutagdo em
pacientes detectada por
Sex0 cada grupo
Pacientes em triagem M 51 M 2 (2.72%)
Neonatal Mo @E%EF 34 54%) 5 (4,5%)
59 (54%) e
M 32 o
Pacientes - suspeita TAM 48 (67%); F MF 232 (%4255’3/;) 25 (52%)
16 (33%) oo
Pacientes - suspeita M 33 M 20 (35%)
= = (o]
LM-SD 55 (60%); F F 7 (12.5%) 27 (48,2%)
22 (40%) ’
M 116 o
Total 213 (54%): F 'V; ‘297 (é?,/‘)’) 66 (30,9%)
97 (46%) °

Figura 02 - Estados participantes do estudo. Os estados representados na cor azul indicam a
localizacao das instituicdes que participaram do estudo.
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Figura 03 - Quantidade de pacientes recrutados por estado.

High Resolution Melting

Com o objetivo de desenvolver um fluxo diagndstico mais sensivel e custo-efetivo,
propomos a utilizagcdo de uma PCR preparatéria ao sequenciamento genético, baseada em
PCR em tempo real associada a curva de derretimento de alta resolucédo (High Resolution
Melting — HRM). Essa abordagem permite identificar previamente a existéncia de possiveis
variantes, antes mesmo do sequenciamento, orientando o analista a buscar mutacdes de

frequéncia alélica muito baixa durante a analise por sequenciamento Sanger.
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Para essa etapa do estudo, selecionamos 33 pacientes com mutacgdes previamente
confirmadas, desde pequenas insercoes/delecdes (indels) até alteracbes mais
significativas, em amostras com diferentes propor¢cdes de blastos, simulando condicdes
reais de diagnostico. O HRM foi capaz de discriminar com eficiéncia seis mutagcdes

distintas da sequéncia selvagem, como ilustrado na Figura 04.

Mormalized and Temp-Shifted Differance Plot

©.149_150insCCCCCCC (P02) ——
¢ 169 _170insGTGGCTGAG (P110) a
£ 14.105 ©.38_39delAG (P106)
£ ¢ BddelG (P108)

g £.170_171dup (P10S)
5§ 55| — ©.148_150insTT (P109)
w
-
.
5
=
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4105 =— T - = - ..
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T 87.5
Temperature (*C)

Figura 04 - Analise de curvas diferenciais por High Resolution Melting (HRM) para deteccao
de variantes no gene GATAT. As curvas mostram perfis de dissociacao distintos entre o tipo
selvagem (WT, linha basal) e diferentes mutagcdes especificas: ¢.149_150insCCCCCC
(Pt02), ¢.169_170insGTGGCTGAG (Pt10), ¢.38_39delAG (Pt06), c.94delG (Pt08),
c.170_171dup (Pt05) e c.149_150insTT (Pt09). Cada mutagdo apresenta um padrao
caracteristico de dissociagcdo em funcdo da temperatura, permitindo discriminacdao entre

amostras mutantes e WT.

A técnica também foi avaliada quanto a sua sensibilidade. Para isso, foram
realizadas diluicGes seriadas entre o DNA dos pacientes com mutagcdes confirmadas e DNA
de controle (sem mutacgdes), simulando amostras com baixa propor¢cdo de blastos
circulantes. Essas diluicoes permitiram estimar a capacidade de deteccdo da metodologia
para diferentes tipos de mutacdes. Como demonstrado na figura 05, foi possivel observar a
eficiéncia do HRM mesmo em cenarios de baixa frequéncia alélica, evidenciando sua

aplicabilidade em contextos diagndsticos mais desafiadores.
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Ao comparar as curvas de dissociacdo obtidas por HRM com os eletroferogramas
do sequenciamento Sanger, fica evidente que o HRM oferece maior sensibilidade e
objetividade na distincdo entre amostras mutadas e selvagens, permitindo a deteccao de
variantes mesmo em baixas frequéncias alélicas. Ja a interpretacdo pelo Sanger exige
maior experiéncia do analista, uma vez que a analise esta sujeita a subjetividade e pode ser

menos clara na identificacdo de mutagcdes em proporcdes reduzidas, como ilustrado na

abaixo.
and Temp-Shifted Diffe Plot Sanger il
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Figura 05 - Analise de sensibilidade por High Resolution Melting (HRM) em comparacao
com o sequenciamento de Sanger. Curvas diferenciais normalizadas obtidas por HRM para
as variantes ¢.169_170insGTGGCTGAG (painel superior), c.94delG (painel central) e c.3G>T

(painel inferior) em diluicdes seriadas. A direita, os eletroferogramas correspondentes
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obtidos por sequenciamento Sanger demonstram a menor sensibilidade desta técnica em

relacao ao HRM

A sensibilidade do teste demonstra que a associagao entre as duas metodologias,
HRM para a triagem inicial da presenca de mutagcdes € o sequenciamento Sanger para a
identificacdo precisa da variante, pode trazer beneficios significativos para estratégias de
diagndstico molecular de mutacdes no gene GATAT. Isso é especialmente relevante em
pacientes com baixa frequéncia alélica, nos quais a deteccao por sequenciamento direto se

torna limitada.

Resultados mais abrangentes, assim como a proposta completa da estratégia
diagndstica desenvolvida pelo Laboratério de Pesquisa Translacional do Hospital da
Crianca de Brasilia José Alencar, ja foram publicados anteriormente, destacando o uso do
HRM como uma ferramenta complementar essencial no fluxo diagnéstico (CAMARGO, et

al., 2022).

Analise de mutagdes no gene GATA1

As mutacdes no gene GATAT associadas aos quadros de TAM e LM-SD s&o, em sua
maioria, pequenas delecdes, insercoes ou mutacdes pontuais localizadas nos éxons 2 ou 3.
Essas alteragcbes impedem a expressédo da isoforma longa da proteina GATA1, levando a
producao exclusiva da isoforma curta. As mutacdes ocorrem em diferentes posicdes ao
longo desses éxons, sem evidéncia clara de hotspots ou regides preferenciais, o que
sugere que multiplos pontos de alteracdo podem contribuir para o desenvolvimento da

doenca.

A caracterizacdo funcional e clinica das variantes em GATA7 tem sido fundamental
para compreender os mecanismos moleculares envolvidos na sua disfuncdo. Contudo,

apesar do avango nas técnicas de sequenciamento, ainda ha uma grande proporcao de
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variantes classificadas como de significado incerto, o que dificulta sua aplicagéo clinica

imediata.

A Figura 06 (baseadas em dados obtidos no VARSOME) apresenta a distribuicao das
variantes conhecidas no gene GATA1, conforme impacto funcional e classificagcao
patogénica, totalizando 339 variantes descritas em bases como UniProt, ClinVar, LOVD,
VarSome, MitoMap e PubMed. A maior parte dessas variantes pertence as categorias
missense (183) e sindnimas (78), seguidas por frameshift (41), ndo codificantes (13) e outras
menos frequentes, como nonsense, stop-loss, start-loss, indels e alteracdes em sitios de
splicing. A analise revela uma diversidade mutacional importante, com impacto funcional

variado.

Dentre as variantes classificadas, considerando todas as condi¢cdes clinicamente
associadas ao gene GATAT7, 16,5% sao patogénicas e 6,2% provavelmente patogénicas,
enquanto 20,6% s&o provavelmente benignas e 8,3% benignas. O dado mais expressivo,
no entanto, refere-se as variantes de significado incerto, que representam 48,4% do total.
Essa elevada proporcao evidencia a complexidade na interpretacdo das mutacdes no
GATA1, sugerindo que grande parte das alteracdes genéticas ainda carece de estudos

funcionais ou de dados clinicos robustos para uma classificagdo mais precisa.

As mutagdes com maior impacto estrutural, como nonsense e frameshift, mostraram
forte associacdo com patogenicidade. Na Figura 06, observa-se que 71,4% das variantes
nonsense e 78% das variantes frameshift sdo patogénicas. Essas mutagdes tendem a gerar
proteinas truncadas ou com perda de funcéo, o que compromete a atividade reguladora de
GATA1 nos processos hematopoiéticos. Da mesma forma, mutacdes em sitios de splicing
apresentam taxas elevadas de patogenicidade (44,4% patogénicas e 44,4% provavelmente
patogénicas), destacando a relevancia da regulacao pds-transcricional no funcionamento

do gene.
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As variantes missense, por outro lado, representam o grupo mais numeroso, mas
com distribuicdo marcadamente incerta: cerca de 80% estdo classificadas como de
significado incerto. Apenas 5,5% sao patogénicas e 4,9% provavelmente patogénicas. Isso
reflete o desafio em prever o impacto funcional de trocas de aminoacidos isoladas, que
podem ou nado afetar dominios criticos da proteina. Essa incerteza reforgca a necessidade
de analises complementares, como ensaios funcionais, modelagem estrutural e estudos de

segregacao familiar.

As variantes sinbnimas, conforme esperado, foram majoritariamente classificadas
como benignas (16,7%) ou provavelmente benignas (75,6%), somando mais de 90% das
ocorréncias. Por ndo alterarem a sequéncia de aminoacidos, essas alteracdes tendem a ter
baixo impacto bioldégico, embora ndo se deva descartar completamente a possibilidade de
efeitos sobre splicing ou estabilidade do RNA. Variantes nao codificantes, por sua vez,
apresentaram distribuicdo equilibrada entre benignas, incertas e patogénicas, refletindo o
carater ainda pouco explorado das regides regulatérias no contexto da expressdo de

GATA1.
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Classificacdo patogénica das variantes por tipo de mutacdo no gene GATA1 (VARSOME)
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Figura 06 - Distribuicdo percentual da classificacdo patogénica das variantes no gene

GATA1, agrupadas por tipo de mutagcdo, conforme analise pelo Varsome.

Na série de amostras deste trabalho, as analises de sequenciamento realizadas
revelaram um total de 58 mutacdes diferentes, distribuidas principalmente nas regides que
flanqueiam os éxons 2 e 3, com uma predominancia no éxon 2, o que € caracteristico para
os casos da LM-SD. Dentre as mutacdes identificadas, 66,7% (n=39) correspondem a
insercoes ou delegdes (Indels), que promovem a perda da expressao da isoforma longa do
gene GATA1, podendo assim ser classificada como patogénica no contexto LM-SD.
Nenhuma variante foi descrita em mais de um paciente, evidenciando a diversidade de
alteragbes que podem ocorrer no gene GATA1. Como a corte era composta
majoritariamente por individuos com suspeita de TAM ou LM-SD, como esperado, esse foi
o tipo mais frequente de alteracdo. Além disso, 21,0% (n=12) das mutagbes sé&o

duplicagdes, enquanto 12,3% (n=7) sdo SNVs (Single Nucleotide Variations). Esses dados
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indicam uma diversidade de alteragcdes genéticas no gene GATAT, com uma predominancia
de indels, que pode ter implicagbes importantes para a funcionalidade do gene e o

desenvolvimento de doencgas associadas (Figura 7).

SNV Duplicacoes

Indels

Figura 07 - Quantitativo de alteragcdes genéticas encontradas no gene GATAT.

O sequenciamento do gene GATAT dos pacientes com TAM ou LM-SD mostrou uma
concentracao significativa de alteracbes no éxon 2 onde foi encontrada a maior parte das
mutagdes, concordando com o que ja esta descrito na literatura que aponta essa regiao

como a regido mais afetada por mutagdes para a doencga, sugerindo que essa regiao é
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particularmente propensa a mutagdes que podem impactar a fungcao do gene. Além disso,
identificamos uma unica mutacdo localizada no éxon 3, e também seis mutacdes em
regides intrbnicas e em sitios de splicing, o que indica uma distribuicdo mais ampla das
mutagcdes ao longo do gene. Essas alteragbes, em sua maioria, estdo associadas a
producdo da isoforma curta do gene GATA1, conhecida como GATA1s. Essa isoforma
resulta de uma transcricdo alternativa que exclui o éxon 2, levando a traducdo de uma
proteina que carece da primeira unidade de transativacdo, essencial para a regulagcdo da
expressao génica. Todas as mutagdes encontradas estao representadas individualmente na

Flgura 08.
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Figura 08 - Quantitativo de alteragcbdes genéticas encontradas no gene GATAT, por tipo e
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localizagao ao longo do gene.

As variantes encontradas no gene GATA1 foram avaliadas utilizando informacgdes
disponiveis em bancos de dados clinicos, incluindo o ClinVar. Essas variantes foram
classificadas de acordo com o nivel de patogenicidade em cinco categorias principais:
Patogénica, Provavelmente Patogénica, Significado Incerto, Provavelmente Benigna e
Benigna. A classificacdo "Patogénica" refere-se a variantes com forte evidéncia de estar
associada a doencgas; "Provavelmente Patogénica" indica que a variante € muito
provavelmente causadora de doencga, mas a evidéncia ainda ndo é conclusiva; "Significado
Incerto" é usada para variantes cujo impacto na saude nado é claro devido a falta de
informacdes suficientes; "Provavelmente Benigna" sugere que a variante é provavelmente

inofensiva, e "Benigna" implica que a variante ndo estd associada a condi¢cdes patologicas.

Na analise realizada, um total de 58 variantes foram classificadas conforme segue:
26 variantes foram consideradas patogénicas, 22 variantes como Provavelmente
Patogénicas, e 10 variantes foram classificadas como de Significado Incerto. Nao foram
identificadas variantes nas categorias de provavelmente benigna ou benigna. Esses dados
reforcam a importancia do uso de bancos de dados clinicos robustos para a classificacao
precisa das variantes genéticas e seu potencial impacto na saude. A classificacdo das

variantes esta representada na Tabela 03.



Tabela 03 - Classificagcao clinica das variantes encontradas no estudo de acordo com
ClinVar.

Variante

Classificagdo

€.169_184dupGCTGCGGCACTGGCCT
c.-19-16_220+133del
c.-19-273 -10del
c.-19-63_159del
c.1-36_1-27delinsAGAAGG
c.101_102delinsAA
c.105dup

€.115G>T
¢.120_137delinsATCC
c.122T>A
€.130_137delGCAGCTTC
c.134_162delinsTTCCTCCAGT
¢.149_150insccccccce
c.150del

c.150delG

c.154 170dup

c.154 173dup

c.157 160dup

c.158 162dup

c.158 163delinsT
€.162_163insAGTGCTCC
c.163_164delGC

c.165 _181dup

c.166 _184dup

¢.173_174insCATGCACCGCTGCAGCTGC

c.174 _193dup

Provavelmente patogénica
Significado incerto
Provavelmente patogénica
Patogénica

Patogénica

Significado incerto
Provavelmente patogénica
Patogénica

Significado incerto
Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Provavelmente patogénica
Provavelmente patogénica
Patogénica

Significado incerto
Provavelmente patogénica
Patogénica

Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Provavelmente patogénica
Significado incerto
Provavelmente patogénica

Significado incerto

Patogénica




c.177 _184dup
c.181 186dup
c.182_195dup
c.183_195del
c.186C>A
c.187dup
c.188_192dup
€.190_197del
€.196_197insGCCAGGGACG
c.1A>G
c.202_220+37del
€.208_215dup
€.219A>C
€.219A>G
€.220+1G>T
€.220+27>C
€.220G>C

c.220 _220+2del
€.221-2A>G
c.232 233dup
¢.30_31insG
¢.35C>G
c.38_39delAG
c.3G>T

c.49C>T
c.56_57del
¢.5A>G

¢.90 91del

c.92 93del

Patogénica

Provavelmente patogénica
Provavelmente patogénica
Patogénica

Provavelmente patogénica
Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Provavelmente patogénica
Provavelmente patogénica
Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Patogénica

Provavelmente patogénica
Provavelmente patogénica
Provavelmente patogénica
Significado incerto
Patogénica

Provavelmente patogénica
Patogénica

Provavelmente patogénica
Patogénica

Patogénica

Provavelmente patogénica
Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Provavelmente patogénica
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c.93 94del Patogénica

c.94delG Significado incerto

Tanto os blastos de TAM quanto os de LM-DS carregam mutac¢des truncadas no sitio
N-terminal do gene GATAT, ou outras alteracdes que inviabilizam a produc¢do da isoforma
longa da proteina. Isso resulta em um desbalanceamento da quantidade de ambas as
isoformas, resultando uma maior disponibilidade da isoforma mais curta (GATA1s)
(GARNETT; CRUZ HERNANDEZ; VYAS, 2020). Ao se levar em conta que muitas mutagcdes
apresentadas na tabela 03, mesmo quando capaz de tirar o gene de fase e
consequentemente, resultar em uma proteina truncada, estdo classificadas como de
significado incerto ou provavelmente patogénica no Clinvar, acreditamos que essa
classificagdo ndo considerou o contexto da LM-SD, e poderiam ser reclassificadas. Para
tanto, testes adicionais que mostram o desbalanceamento da expressdo génica entre as
isoformas do GATA1 podem trazer uma forga maior para classificacdo destas variantes

ainda ndo descritas como patogénicas.

Por outro lado, as variantes encontradas na nossa coorte de pacientes afetados,
fornecem evidéncias do potencial patogénico das alteracdes, mostrando que mais
variantes associadas ao quadros de TAM e de LM-SD devem ser depositadas no banco de
dados de variantes, para assim, melhorar informacéo a respeito das variantes genéticas ja

descritas.

Para um dos pacientes incluidos no estudo, nao foi possivel identificar mutacdes nos
éxons 2 e 3 do gene GATAT por meio da metodologia de sequenciamento Sanger. Dado
que o paciente apresentava um quadro clinico fortemente sugestivo de alteragdes
genéticas, decidimos aprofundar a investigagdo do status mutacional através da analise da
molécula de RNA. Para isso, empregamos a abordagem de RNA-Seq utilizando a

tecnologia de sequenciamento de proxima geracao (NGS). Nessa analise, foi identificada a
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mutacdo c.1A>G no gene GATAT1, a qual foi classificada como provavelmente patogénica
com base em critérios de predicao bioinformatica e dados de literatura (Figura 09). As
métricas de sequenciamento obtidas apresentaram excelente qualidade, com uma
cobertura uniforme ao longo da regido de interesse e profundidade de leitura adequada,
garantindo a confiabilidade dos dados gerados. A escolha de sequenciar o cDNA, em vez
do DNA gendémico (gDNA), mostrou-se uma estratégia eficaz na deteccdo de mutacdes no
gene GATAT, especialmente em casos onde a contagem de blastos circulantes € baixa.
Esta abordagem permite a andlise direta do RNA mensageiro, o que pode ser crucial para
identificar mutagcdes que poderiam nao ser detectadas em gDNA devido a limitacdes
técnicas ou baixa expressdo dos alelos mutantes. Assim, a analise do cDNA por RNA-Seq
representa uma ferramenta valiosa para a investigacdo de alteracdes genéticas em

contextos clinicos desafiadores.

DeaeaBae
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Figura 09 - Visualizagdo em Integrative Genomics Viewer (IGV) de variante no gene GATAT,
evidenciando substituicdo nucleotidica em regido codificante. Os reads alinhados (em

cinza) destacam a presenca do alelo mutado (em laranja/verde) em heterozigose.
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Analise de DRM por AE-PCR

Para investigar a presenca de doenca residual minima (DRM), realizamos uma
analise utilizando a técnica de PCR alelo-especifica (AE-PCR). Essa abordagem foi
empregada para detectar mutagdes especificas em posicdes previamente identificadas. A
AE-PCR permite a amplificacdo seletiva de alelos mutantes, proporcionando uma
sensibilidade aumentada para a deteccao de variantes em populacdes heterogéneas de
células, o que é particularmente util em contextos em que as mutagdes de interesse estao
presentes em baixa frequéncia. Os primers foram desenhados de acordo com as mutacdes

descritas para cada amostra, e estao representados na tabela X.

Tabela 04 - Lista de oligonucleitideos desenhados para analise de monitoramento de DRM por PCR

Amostra Mutacao Forward Tm (°C)
GT154/1 c.115G>T CAGGGGTTTTCTTCCCCTCTGGGCGTT 68,48
GT156/1; GT161/1; GT175/1  c.90_91del GTGTCCTCCACACCAGAATCGGGTT 66,47
GT157/1 c.158_163delinsT CACTGCCCCGAGCACAGTCTGC 68
GT163/1 ¢.177_184dup TGCGGCACTGGCCTACTGGCCT 68
GT174/1 ¢.187dup TGCAGCTGCGGCACTGGCCTAATTA 67,3
GT184/1 ¢.56_57del GAGCCCCTCCCCCAGTTTGGA 63,9

Os oligonucleotideos foram ressuspendidos de acordo com as instrugdes do
fabricante e realizamos a padronizacdo das condicdes de amplificacdo. Para as amostras
GT142, GT154, GT156, GT161 e GT175, realizamos reacdes de PCR utilizando um
gradiente de temperatura de anelamento, variando entre 65°C, 66°C e 67°C. A maioria das
amostras apresentaram resultados positivos nessas condi¢cdes, exceto a amostra GT156.
Esta ultima exibiu uma banda fraca nas reagcdes realizadas a 65°C e 66°C, e um resultado
negativo na reacdo a 67°C. Esse procedimento foi realizado para as demais amostras
(Figura 10).
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T (2C)

Figura 10 - Padronizacdo de AE-PCR com gradiente de temperatura. (NTC - No Templte
Control)

Apos a validacdo das condigcdes de reacdo, com énfase na otimizacdo da
temperatura de anelamento, as amostras foram submetidas a testes de especificidade.
Para garantir a precisdo dos resultados, incluimos controles negativos em todas as
reacdes. Esses controles consistiram em reagcées de PCR sem a adicdo de DNA (NTC - No
Template Control) e em amostras conhecidamente negativas para a mutacdo alvo da
analise (NC - Controle Negativo). Os resultados obtidos foram satisfatorios e confirmaram a
especificidade dos oligonucleotideos, confirmando assim o uso dessa técnica para

monitoramento de DRM na coorte em questao (Figura 11).
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Figura 11 - Validagdao de AE-PCR com controle negativo (CN). (NTC - No Templte Control)

Utilizando essa abordagem de AE-PCR, avaliamos temporalmente o
acompanhamento do paciente GT138, portador da mutacédo c¢.173_194dup. Os resultados
obtidos ao longo do tempo para as amostras analisadas, incluindo medula éssea (MO),
sangue periférico (SP), e swab bucal (SWB) estdo apresentados na figura 12. As datas de
coleta variam de 19/06/2018 a 02/12/2022. Os testes realizados incluem sequenciamento

do éxon 2 do gene GATA1, PCR alelo-especifico, e citometria para a deteccao de DRM.

Os resultados mostram a presenca da mutacédo detectada por sequenciamento de
GATA1 em algumas amostras, com resultados variaveis de deteccdo por AE-PCR e
citometria. Especificamente, a mutacéo foi detectada pelo AE-PCR em varias amostras ao
longo do tempo, apresentando sensibilidade superior a detectada em algumas amostras

por citometria, por exemplo (Figura 13).

A imagem de eletroforese em gel de agarose mostra os resultados das reacdes de
AE-PCR para as amostras coletadas nas datas especificadas. As bandas positivas

(indicadas pelas setas vermelhas) correspondem a presenca da mutacdo GATAT nas datas
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20/07/2018 e 17/10/2022, quando a DRM por citometria de fluxo apresentou resultado

negativo. O controle negativo (NO) ndo apresenta bandas, conforme esperado.

19/06/18  09/07/18  20/07/18  08/10/21  01/12/21  15/12/21  13/05/22  17/10/22  02/12/22

Amostra MO MO SP MO MO MO MO MO MO SWB
Sequenciamento + - NR -, = NR NR + +
GATAl
PCR Alelo + n + + = NR NR + +

Especifico — GATA1

Citometria 10% DRM - DRM - 2,7% DRM - 0,1% DRM - DRM - 2,8%
B D DN NN ",
NN RN R e g Q
PP 1 P P >
\(’{0\6\6\’90\“&0 o W
VPO A NS F &P

Figura 12 - Analise longitudinal das amostras do paciente GT138 portador da mutacéo
GATA1.174_193dup e detecgao de doenca residual minima por AE-PCR, citometria de fluxo

e sequenciamento Sanger.
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CONCLUSAO

O presente estudo investigou as mutacdes no gene GATA1 em pacientes com
Sindrome de Down (SD) e sua associacdo com a leucemia mieloide associada a Sindrome
de Down (LM-SD) e a mielopoiese transitéria anormal (TAM). Os resultados demonstraram a
importancia da triagem e monitoramento dessas mutagcbes para o diagndstico e
acompanhamento clinico. A predominancia de mutagcdes no éxon 2 do gene GATA1, bem
como a diversidade de alteragcdes genéticas encontradas, reforcam a complexidade da
patogénese da LM-SD. A utilizagdo de técnicas como HRM e RNA-Seq mostrou-se eficaz
na deteccdo e caracterizagcdo dessas variantes, mesmo em casos de baixa frequéncia
alélica. O monitoramento da doenca residual minima (DRM) por AE-PCR, utilizando
mutacdes GATA1 como marcador, apresenta-se como uma ferramenta promissora para
prever recidivas e guiar o tratamento. A discrepancia na predominancia masculina
observada em nossa coorte, em contraste com a literatura, sugere a necessidade de
investigagdes adicionais sobre fatores bioldgicos e de amostragem. Em suma, este
trabalho contribui para o avangco do conhecimento sobre as mutacdes GATA1 e suas
implicagdes clinicas na SD, abrindo caminho para estratégias diagndsticas e terapéuticas

mais precisas e personalizadas.

A deteccdo de mutagdes no gene GATA1 é um biomarcador crucial para o
diagndstico e monitoramento da LM-SD e da TAM. A presenca dessas mutagdes, que
levam a producgao da isoforma truncada GATA1s, € um evento genético inicial e necessario
para o desenvolvimento dessas condicbes hematoldgicas em individuos com SD
(WECHSLER et al., 2002; HITZLER et al., 2003). A identificacdo dessas alteracdes permite
nao apenas o diagndstico precoce, mas também o acompanhamento da DRM, um fator
prognostico fundamental para a avaliacdo da resposta ao tratamento e a previsdo de

recidivas (PINE et al., 2005; XU et al., 2021).

A predominancia de mutagdes no éxon 2 do gene GATA1, que resultam na producéo

da isoforma GATA1s, € um achado consistente com a literatura e reforca o papel central
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dessa isoforma na patogénese da LM-SD (GARNETT; CRUZ HERNANDEZ; VYAS, 2020). A
diversidade de mutacdes identificadas, incluindo indels, duplicacbes e SNVs, sublinha a
heterogeneidade genética dessas condicdes. A alta proporcédo de variantes de significado
incerto destaca a necessidade de estudos funcionais adicionais para uma classificagcao
mais precisa e para a compreensao de seu impacto clinico. A reclassificacdo dessas
variantes, considerando o contexto especifico da LM-SD e o desbalanceamento da
expressao génica entre as isoformas do GATA1, é fundamental para aprimorar a precisao

diagndstica e progndstica.

A aplicagdao de técnicas moleculares avancadas, como HRM para triagem e o NGS
para caracterizacdo detalhada das mutagdes, tem se mostrado essencial para a deteccao
precisa e sensivel das alteracdes no GATA1. A capacidade de monitorar a DRM por meio de
AE-PCR utilizando mutagdes GATA1 como marcador é uma ferramenta promissora para
prever recidivas e guiar o tratamento, permitindo intervencbes mais direcionadas e

personalizadas (PINE et al., 2005; XU et al., 2021).

Em suma, este trabalho contribui significativamente para o avanco do conhecimento
sobre as mutacdes GATA1 e suas implicagdes clinicas na Sindrome de Down. A integracao
de metodologias moleculares avangadas e o monitoramento da DRM s&o passos cruciais
para o desenvolvimento de estratégias diagndsticas e terapéuticas mais precisas e
personalizadas, visando melhorar os desfechos clinicos para pacientes com LM-SD.
Estudos futuros devem focar na elucidacdo do papel das variantes de significado incerto e
na validacdo de biomarcadores para a predominancia masculina observada, a fim de refinar

ainda mais as abordagens de manejo e tratamento.
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PERSPECTIVAS

Ao longo deste estudo, conseguimos reunir informag¢des importantes sobre as mutagcdes no
gene GATA1 em criangas com sindrome de Down, mas muitos pontos ainda precisam ser
melhor compreendidos. Um dos principais desafios que enfrentamos foi a quantidade

expressiva de variantes classificadas como de significado incerto.

Para seguir avancando, sera essencial realizar mais testes funcionais. Precisamos entender
melhor como essas variantes afetam, na pratica, o funcionamento do gene e da proteina
GATA1, especialmente em relacdo a producao das isoformas curta e longa. Experimentos
que avaliem diretamente esse desbalangco podem ajudar a confirmar o papel patogénico de

algumas variantes que hoje ainda estdo mal classificadas.

Outro ponto importante € a ampliacdo do uso de técnicas complementares, como o HRM e
a AE-PCR, que mostraram ser muito Uteis para detectar mutacbes mesmo quando elas
estdo presentes em quantidades muito pequenas. Essas ferramentas podem ser
incorporadas a rotina de diagndstico, tornando o processo mais rapido, sensivel e

acessivel.

Além disso, é importante que mais informacdes como as obtidas aqui sejam
compartilhadas com a comunidade cientifica. Inserir essas variantes e seus contextos
clinicos em bases publicas ajudara outros profissionais ao redor do mundo a interpretar
melhor seus préprios casos, contribuindo para uma construcao coletiva do conhecimento

sobre o GATAT1.
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ANEXOS

ANEXO | - Lista de unidades hospitalares que participaram do estudo e sua respectiva localizagao

Hospital Estado
Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar  |Brasilia
Hospital Pequeno Principe Parana

Hospital Brasilia

INCA

Hospital Regional do Mato Grosso do Sul
Hospital Vitoria

Hospital Veredas

Hospital das Clinica da Universidade Federal
de Uberldandia

Hospital Araujo Jorge

Hospital Regional de Sobradinho
Hospital Martagdo Gesteira

Hospital Sdo Lucas

Santa Casa de Misericordia de Maceio
HRU

Unimed Fortaleza

Distrito Federal
Rio de Janeiro
Mato Grosso do Sul
Rio de Janeiro
Alagoas

Minas Gerais

Goias

Distrito Federal
Bahia

Sergipe
Alagoas
Fortaleza

Ceara

61



Hospital Infantil Campinas

Hospital do Cancer de Londrina
Hospital do Cancer Infantil de Barretos
Hospital Quinta D'or

Hospital Sdo Marcos

Hospital Infantil Menino Jesus
Hospital Infantil Joana de Gusmdo
Hospital Erastinho

Hospital das Clinicas UFMG

Hospital Estadual da Crianga
Hosp..Albert Urquiza Wanderley

Hosp. Manoel Novaes

Hospital Napoledo Laureano
Maternidade Dona Evangelina Rosa
Hospital Medimagem

Hospital Infantil Sabara

Hospital Universitario Lauro Wanderley

Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sao Paulo

Hospital Santo Antonio
Hospital Santa Izabel
Hospital Oncologico Infantil Octdvio Lobo

Hospital Santa Catarina de Blumenau

Sdo Paulo

Parana

Sdo Paulo

Rio de Janeiro

Piaui

Sdo Paulo

Bahia

Parana

Minas Gerais

Bahia

Paraiba

Bahia

Paraiba

Piaui

Piaui

Sdo Paulo

Paraiba

Sdo Paulo

Santa Catarina

Bahia

Para

Santa Catarina
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Hospital Regional do Oeste
Hospital Felicio Rocha
GRAAC - Unifesp
IPPMG/UFRJ

AC Camargo Cancer Center

Hospital Alvorada Moema

Santa Catarina

Minas Gerais

Sdo Paulo

Rio de Janeiro

Sdo Paulo

Sdo Paulo
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