S Ministério da Saude
(i N CA Instituto Nacional de Cancer

Coordenacao de Pos-graduacéo Stricto sensu

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

FRANCIANNE GOMES ANDRADE

ALTERACOES MOLECULARES EM GRUPOS ESPECIAIS DE
LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS PEDIATRICAS

Orientadora: Prof2. Dr2. Maria do Socorro Pombo de Oliveira

RIO DE JANEIRO
2018



S Ministério da Saude
(i N CA Instituto Nacional de Cancer

Coordenacao de Pos-graduacéo Stricto sensu

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
P6s-Graduacdo em Oncologia

FRANCIANNE GOMES ANDRADE

ALTERACOES MOLECULARES EM GRUPOS ESPECIAIS DE
LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS PEDIATRICAS

Tese de doutorado apresentada ao Instituto
Nacional de Cancer como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de doutor em Oncologia

Orientador?: Prof2. Dr2. Maria do Socorro Pombo de Oliveira

RIO DE JANEIRO
2018



Bibliotecaria Responsavel: Nanci Sim&o da Rocha — CRB7/ 4235

Ab53a Andrade, Francianne Gomes
AlteracGes moleculares em grupos especiais de leucemias mieldides agudas

pediatricas/ Francianne Gomes Andrade . — Rio de Janeiro, 2018.
xix, 187f.; il.

Tese (Doutorado em Oncologia) — Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva, Rio de Janeiro, 2018

Orientadora: Maria do Socorro Pombo de Oliveira

1. Leucemia Miel6ide Aguda. 2. Leucemia Promielocitica. 3. Genética 4. Genoma.
I. Oliveira, Maria do Socorro Pombo de (Orient.). Il. Instituto Nacional do Cancer
José de Alencar Gomes da Silva. 1. Titulo.

CDD: 616.99419




o \ - e, - ,
(I N CA Ministério da Saude
Instituto Nacional de Cancer
Coordenacao de Pos-graduacéo Stricto sensu

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
Pos-Graduacdo em Oncologia

FRANCIANNE GOMES ANDRADE

ALTERACOES MOLECULARES EM GRUPOS ESPECIAIS DE
LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS PEDIATRICAS

ORIENTADORA: Prof2. Dra. Maria do Socorro Pombo de Oliveira

Aprovada em: / /

EXAMINADORES:

Prof?. Dra. llana Zalcberg Renault (INCA)

Prof. Dr. Anténio Roberto Lucena de Araujo (UFPE)
Profa. Dr2, Mariana Lima Boroni (INCA)

Profa. Dr2, Etel Rodrigues Pereira Gimba (INCA)
Profa. Dr2. Teresa de Souza Fernandez (INCA)
Prof2. Dra, Luciana Pizzatti Barboza (UFRJ)

RIO DE JANEIRO
2018
iv



AGRADECIMENTOS

Reconhecer todo o auxilio e contribuicdo que tive para a realizacdo desse
trabalho ndo seriam suficientes para expressar o prazer que tive em desenvolvé-lo e
0 quanto sou feliz por apresenta-lo. Espero que todos que se envolveram, direta ou
indiretamente, se sintam parte dele. Alguns nomes precisam ficar registrados:
Daniela Palheiro, Tallita Meciany, Luciana Gutiyama, Danielle Tavares Vianna, llana
Zalcberg, Carolina Furtado e Mariana Boroni. Sem duavidas, o resultado ndo seria o
mesmo sem essas pessoas e se nao tivesse sido desenvolvido no Instituto Nacional
do Céancer José Alencar Gomes da Silva, com toda sua estrutura e corpo docente.
Da mesma forma, o reconhecimento pelo Ministério da Saude e pelas agéncias de
fomento da importancia desse trabalho nos ajudaram a dar mais alguns passos na
cura das leucemias pediatricas.

N&ao foi por acaso que escolhi o Programa de Hematologia-Oncologia
Pediatrico. Ali eu encontrei uma forma de alcancar meus objetivos pessoais e dar
minha contribuicdo para a ciéncia. Todas as pessoas com quem dividi o laboratério
ao longo dos anos foram muito importantes. TODAS me ensinaram muito: aprendi o
gue eu quero e 0 que eu ndo quero. Aprendi a importancia do trabalho em equipe e
a reconhecer que pequenas atitudes fazem a diferenca. A dedicacdo que o corpo
técnico do laboratério tem com as amostras faz com que cada uma delas ndo seja
apenas um material biolégico, mas um paciente que precisa de nos.

Existem dias que ndo nos sentimos preparados para uma grande
responsabilidade. Mas existem pessoas que estdo dispostas a trabalhar para que o
objetivo final seja alcancado. Filipe Vicente dos Santos Bueno, Gisele Brisson,
Eugénia Terra Granado, Elda Pereira Noronha e Luisa Vieira Code¢o Marques
foram essenciais ao aceitar dividir o trabalho comigo e contribuir com muito
conhecimento. O Filipe foi um pouco além: aceitou minha coorientacdo e me
mostrou que a melhor forma de ensinar é aprender.

"Grandes palavras sao necessarias para expressar grandes ideias." Eu teria
palavras suficientes para expressar o quanto Ingrid Sardou Cezar fez por esse
trabalho, mas jamais terei palavras para expressar o quanto fez na minha vida. Nos
dias em que eu ndo me sentia preparada, a alegria que a presenca dela trazia me
faziam sentir o contrario. Espero encontrar uma forma de demonstrar meu

reconhecimento por tudo que ela fez.



Aplicar os resultados dessa tese na vida das pessoas é a maior gratificacao
que eu poderia alcancar. E uma honra ter os médicos do Grupo Brasileiro
Colaborativo para Estudo de Leucemias Agudas confiando no nosso trabalho e
aplicando o conhecimento na vida dos pacientes. Honra maior é ter a Dra. Maria do
Socorro Pombo de Oliveira como orientadora. Sua carreira e seu amor pelas
criancas sao inspiradores. Poucos tém a sorte de conhecer pessoas que fizeram
histéria. Eu sou uma delas: a que conheceu alguém que mudou a oncologia
pediatrica no Brasil e a que vai fazer historia. Esse é s6 0 comeco.

Mae, o esforco que vocé fez para minha formacéo valeu a pena.

Vi



“Alice: - This is impossible.
The Mad Hatter: - Only if you believe it is.”
Alice in Wonderland

vii



@ N\ e P
(I N CA Ministério da Saude
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER InStItUtO N?'CIOnaI ,de Cancer - .
Coordenacao de Pos-graduacéo Stricto sensu

Alteracbes moleculares em grupos especiais de leucemias mieloides agudas
pediatricas

RESUMO
TESE DE DOUTORADO
FRANCIANNE GOMES ANDRADE

Introducdo. Os eventos genéticos mais frequentes associados com o desenvolvimento das
leucemias mieloides agudas pediatricas (LMA-p) incluem as altera¢cBes tipo | (nos genes
FLT3, KIT, NRAS, KRAS e PTPNL11) e tipo Il (RUNX1-RUNX1T1, CBFfS-MYH11, PML-RAR«
e rearranjos do KMT2A [KMT2A-r]). Entretanto, alteracdes genéticas raras (<5% dos casos),
representadas pelas fusdes génicas DEK-NUP214, MYST3-CREBBP, RBM15-MKL1,
CBFA2T3-GLIS2 e os rearranjos do gene NUP98 (NUP98-r), demandam investigagdo em
série de casos para caracterizacdo da frequéncia e associacdo clinica dessas
anormalidades. Nossos objetivos foram caracterizar as LMA-p de acordo com as alteragbes
moleculares e testar as associa¢fes de risco com a sobrevida global; descrever o perfil
gendmico do subtipo PML-RAR« e as variantes germinativas possivelmente envolvidas na
leucemogénese. Material e métodos. Foi analisada uma coorte de 788 casos de LMA-p (de
novo) com idade <19 anos (2000-2017). As regibes génicas hotspots de mutagdes em
genes da via de sinalizagdo MAPK (FLT3, NRAS, KRAS, PTPN11 e KIT) foram analisadas
por PCR/sequenciamento de Sanger. As fusbes génicas associadas a LMA (KMT2A-r,
RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, PML-RARa, NUP98-r, CBFA2T3-GLIS2, MYST3-
CREBBP e RBM15-MKL1) foram identificadas por RT-PCR/FISH. As andlises estatisticas
foram realizadas com os testes de qui-quadrado, exato de Fisher e Mann-Whitney U. As
probabilidades de sobrevida global (pSG) em 5 anos foram comparadas usando o teste de
log-rank e curvas de Kaplan-Meier. Os pacientes foram tratados segundo as diretrizes do
protocolo BFM-AML2004, néo incluidos em estudos clinicos. Foi realizado o
sequenciamento do exoma nas amostras de DNA de um paciente com PML-RARa e de seu
irmé&o gemelar sem doenca. Resultados. As alteracdes tipo | e Il foram identificadas em
55% e 46,4% dos casos, respectivamente. A frequéncia das mutacdes tipo | foi maior nas
faixas etarias superiores (12,6% nos casos com idade <2 anos, 39,5% nos casos entre 2-10
anos e 47,9% nos casos 211 anos de idade). CBFB-MYH11 conferiu maior pSG que o0s
casos sem essa alteragdo (71,5+10,9% e 30,9+3,5%, respectivamente). Por outro lado,
casos apresentando mutaces em PTPN11 apresentaram pSG mais baixa que o0s casos
sem essas mutacdes (13,0+8,4% e 33,7+4,2%, respectivamente). NUP98-r foram
identificados em 2,8% da coorte e nenhum dos casos analisados apresentou DEK-NUP214.
Entre os pacientes com idade <2 anos, as alteragcbes MYST3-CREBBP, RBM15-MKL1,
NUP98-r e CBFA2T3-GLIS2 foram identificadas em 1,7%, 1,1%, 3,9% e 0,6%,
respectivamente. Na andlise pareada dos exomas da amostra tumoral do paciente com
PML-RARa e a amostra do seu irmdo sem doenca, foram identificadas 5911 variantes,
sendo 75,5% representadas por SNVs (variagcdes de nucleotideo Unico). Vinte porcento das
variantes apresentaram impacto deletério para a proteina. Na analise sitio-dirigida para 116
genes associados a predisposicdo genética ou a etiopatogénese das LMAs, 46 genes
apresentaram variantes nas amostras sequenciadas. Conclusdes. A caracterizagcdo dos
subgrupos genéticos de LMA contribui para a identificagdo de marcadores moleculares de
valor preditivo de sobrevida. Uma andlise exploratdria do sequenciamento do exoma precisa
ser realizada para a identificacéo de eventos leucemogénicos.
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Molecular alterations in rare subsets of pediatric acute myeloid leukemia

ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO
FRANCIANNE GOMES ANDRADE

Background. The common genetic events associated with pediatric acute myeloid leukemia
(p-AML) comprise of type | (in FLT3, KIT, NRAS, KRAS, and PTPN11 genes) and type I
alterations (RUNX1-RUNX1T1, CBFp-MYH11, PML-RARqa, and KMT2A rearrangements
[KMT2A-r]). However, exploring rare molecular abnormalities (<5%), defined by the fusion
genes DEK-NUP214, MYST3-CREBBP, RBM15-MKL1, CBFA2T3-GLIS2 and NUP98
rearrangements (NUP98-r), in large cohorts, allows an understanding of specific clinical and
molecular characteristics. Our aims were to characterize the molecular genetics of p-AML
and to investigate the association between type | and Il mutations with the probability of
overall survival (pOS) in p-AML cases; to describe the genomics of PML-RAR¢, and identify
the germline variants associated with leukemogenesis. Patients and methods. We analyzed
a cohort of 788 cases of p-AML (de novo) <19 years-old (2000-2017). Hotspots regions of
RAS signaling pathway genes (FLT3, NRAS, KRAS, PTPN11, and KIT) were screened by
PCR/Sanger sequencing. p-AML associated fusion genes (KMT2A-r, RUNX1-RUNX1T1,
CBFB-MYH11, PML-RARa, NUP98-r, CBFA2T3-GLIS2, MYST3-CREBBP, and RBM15-
MKL1) were identified by RT-PCR/FISH. Statistical analyses were performed using chi-
square, Fisher's exact and Mann-Whitney U tests. Five-year p-OS were compared using the
log-rank test and Kaplan-Meier analysis. Patients were treated according to BFM-AML2004
guidelines, not formally enrolled in treatment protocols. We performed whole exome
sequencing in one PML-RARa patient with a healthy twin sibling. Results. Type | and type I
mutations were identified in 55.0% and 46.4% of cases, respectively. Type | mutations were
prevalent among older patients (12.6% os patients <2 years of age, 39.5% of patients
between 2-10 years of age, and 47.9% of patients 211 years of age; p<0,001). CBFB-MYH11
conferred better pOS than negative cases (71,5+10,9% and 30,9+3,5%, respectively).
PTPN11 mutations conferred worse pOS than wild-type (13,0+8,4% and 33,7%4,2%,
respectively). NUP98-r were observed in 2.8% of p-AML and we have not identified patients
with DEK-NUP214. Among infants, MYST3-CREBBP, RBM15-MKL1, NUP98-r, and
CBFA2T3-GLIS2 were identified in 1.7%, 1.1%, 3.9%, and 0.6%, respectively. In our
pairwise exome analysis, we found 5911 variants; 75,5% were SNVs (single nucleotide
variants). Twenty percent of the variants presented deleterious impact predicted in the
protein. We investigated 116 genes associated with genetic predisposition and AML
pathogenesis and identified 46 genes with variants. Conclusions. The characterization of
genetic subgroups in p-AML allows classifying the disease according to molecular
abnormalities with predictive value to the outcome. We need to deeply explore the whole
exome sequencing to find the genetic variants associated with leukemogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DAS LEUCEMIAS AGUDAS

Entre os tipos de cancer infanto juvenil (entre 0 e 19 anos de idade) em todo o
mundo, a leucemia € o mais comum na maioria das populacdes, correspondendo a
de 25% a 35% dos casos (CAMARGO et al., 2010; KAATSCH, 2010; LINABERY;
ROSS, 2007). Existe um padrdo de distribuicdo notavel das leucemias agudas de
acordo com as regides geograficas no mundo. As maiores taxas de incidéncia, para
a faixa etaria de 0 a 19 anos, foram descritas em regides da lItalia, Espanha,
Argentina e Estados Unidos, com 70-110 casos por milhdo. As menores taxas foram
encontradas nos registros de cancer africanos, na india e na China, com menos de
20 casos por milhdo. Variacbes entre as taxas de incidéncia sdo observadas
também entre as regides geograficas brasileiras. Taxas maiores que 50 casos por
milhdo sdo encontradas em Manaus, Curitiba e Florianépolis. Por outro lado, os
registros de cancer de base populacional de Palmas, Roraima, Natal, Salvador e
Pocos de Caldas revelam taxas que nao ultrapassam 30 casos por milhdo (INCA,
2016). No Brasil, € marcante a diferenca entre as taxas de incidéncia dos principais
subtipos de leucemia aguda quando ajustadas por idade (REIS et al., 2010). Essas
variagbes demograficas sdo as evidéncias iniciais para o entendimento da etiologia
da doenca e para o estabelecimento de possiveis estratégias de prevencéo e
tratamento.

Um dos subtipos de leucemia aguda, a leucemia mieloide aguda (LMA), que
se desenvolve a partir de uma célula tronco hematopoética (CTH) ou célula
progenitora mieloide, representa 18-24% dos casos de leucemia aguda pediatrica
(<19 anos de idade) diagnosticados no mundo, com taxas variadas no Brasil, sendo
uma doenca que afeta, principalmente, os idosos (260 anos de idade) (LINABERY;
ROSS, 2007); (REIS et al., 2010); (DORES et al., 2011). Um pico de incidéncia
discreto para a LMA é observado no primeiro ano de vida e diminui
progressivamente até os quatro anos de idade, permanecendo relativamente
constante durante os outros anos da infancia, na adolescéncia e na fase adulta,
gquando aumenta gradativamente. Nas pessoas com idade =75 anos, a LMA
apresenta uma taxa de incidéncia de 208,9 por milhdo (DORES et al., 2011). As

LMAs que predominam no primeiro ano de vida destacam-se pelo curto periodo de
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laténcia, caracteristicas imuno-citogenéticas distintas das demais e na maioria dos
casos, estdo associadas a um prognéstico desfavoravel (CREUTZIG et al., 2011,
2012; PUl et al., 2000; ROSS, 2008).

Grandes avancos no tratamento das LMAs pediatricas vém sendo alcancados
ao longo dos ultimos anos. Informacdes do registro de dados epidemiologicos dos
Estados Unidos (Surveillance, Epidemiology, and End Results, SEER) demonstram
diferencas nas taxas de sobrevida dos pacientes pediatricos com LMA evoluindo de
<20% em 1970 para 31% em 1980, 42% em 1990 e 55% em 2008

(www.seer.cancer.gov/popdata). Essas melhoras sao atribuidas a intensificacdo na

quimioterapia, transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH), melhoras nos
cuidados de suporte, refinamentos na classificacdo de risco e detecgédo de doenca
residual minima para a avaliacdo da resposta ao tratamento (RUBNITZ; INABA,
2012). Apesar desses avancos, grande parte dos pacientes ainda apresenta

prognostico sombrio.


http://www.seer.cancer.gov/popdata

1.2. A GENETICA DAS LEUCEMIAS AGUDAS

Na dultima década, o estudo dos mecanismos genéticos envolvidos no
desenvolvimento das neoplasias malignas foi acompanhado pelos avancos
tecnoldgicos, permitindo o entendimento de que a patogénese do cancer esta
enraizada nas alteragfes genéticas herdadas e em mutagBes sométicas adquiridas.
A transformagédo celular acontece como um mecanismo clonal, a partir de
modificacdes em uma Unica célula. A identificacdo das mutacbes presentes em
todas as células alteradas possibilita a reconstrucao do genétipo da célula fundadora
(STRATTON, 2011) e desvendar a biologia tumoral possibilita a implantacdo de
estratégias terapéuticas, atingindo todos os niveis de prevencao.

As leucemias agudas sdo neoplasias do sistema hematopoético que
comprometem as linhagens celulares, uma vez que a partir de uma alteracéo
genética em uma célula progenitora, ocorrerd uma supressdo da hematopoese
normal pelo comprometimento da multiplicacdo e diferenciacdo das linhagens
normais (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

O sistema hematopoético é composto por CTH, que originam duas linhagens
principais de células maduras - linfoide (abrangendo as células B, T e natural killer) e
mieloide (incluindo as células granulociticas, eritroides e megacarioblasticas) - em
eventos precoces que acontecem de maneira hierarquica, altamente regulada e que
foram, inicialmente, postulados como mutualmente exclusivos (AKASHI et al., 2000;
KONDO; WEISSMAN; AKASHI, 1997). Estudos mais recentes indicam que esses
acontecimentos podem ser flexiveis e que 0s progenitores mais precoces podem
apresentar destinos variaveis, como por exemplo, progenitores linfoides muito
imaturos sdo capazes de gerar determinadas células mieloides. Esse roteiro de
diferenciacdo € um modelo dos componentes moleculares que controlam a
hematopoese e sédo alvo de alteracdes, servindo como base para a origem das
malignidades hematologicas, bem como para a identificacdo de marcadores de
diagndstico e de testes terapéuticos (revisado em DOULATOV et al., 2012).

O desenvolvimento de uma célula hematopoética maligna, assim como dos
demais subtipos celulares, € coordenado pelo acumulo de lesbes gendmicas
multiplas, independentes e/ou complementares. Essas alteragbes acontecem como
eventos randbmicos em células precursoras normais, até que essas células
adquiram mutacdes fundadoras com vantagens proliferativas subsequentes

(HANAHAN; WEINBERG, 2011a). Alguns subtipos celulares, entretanto, podem
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apresentar um numero de alteracbes maior ou menor que a meédia, refletindo o
envolvimento de agentes mutagénicos durante a patogénese da neoplasia. Em um
dos extremos dessa observacdo, estdo os tumores pediatricos e as leucemias
agudas, que se apresentam com um baixo nimero de alteracbes em relacdo as
demais neoplasias. Células sanguineas precursoras apresentam a capacidade de
crescimento “blasto-like”, ou seja, crescem com as mesmas caracteristicas de
autorenovacao e diferenciacdo de uma célula imatura, atributo que pode ser a razéo
pela qual as leucemias parecem necessitar menos alteracdes genéticas para se
desenvolverem que os tumores solidos (HANAHAN; WEINBERG, 2011a;
VOGELSTEIN et al., 2013).

Os clones leucémicos evoluem a partir de uma interagdo seletivamente
vantajosa das chamadas alteracbes genéticas diretoras (drivers) e de lesdes
denominadas passageiras (passengers). As mutacdes diretoras sao aquelas que
ocorrem com frequéncia mais elevada do que poderia ser esperado pela taxa normal
de mutacdes observadas em diferentes neoplasias, estando, particularmente,
envolvidas nos processos celulares relevantes para a oncogénese. Acredita-se que
essas sdo as lesfes iniciadoras do processo patogénico. As lesdes passageiras nado
apresentam efeito direto na vantagem de crescimento seletiva da célula que sofreu
essa alteracdo, mas podem se apresentar contexto-dependente, como nos casos
em gue as mutacdes sao, funcionalmente, relevantes para a resposta terapéutica e
resisténcia (revisado em GREAVES; MALEY, 2012). A distincdo dessas diferentes
classes de mutacbes é baseada na frequéncia que elas ocorrem em um gene
particular em um ou mais tumores, associada a propor¢cdo de mutacdes que,
seletivamente, contribuem para a vantagem de crescimento e de sobrevivéncia das
células neopléasicas.

O genoma do cancer em cada paciente apresenta um perfil Unico, mas com a
combinacado de alteracdes decisivas para a evolugcdo da doencga, o que permite o
agrupamento dos pacientes de acordo com a mutacao diretora presente.

O modelo classico de evolucdo tumoral, demonstrado por estudos de
leucemias concordantes em gémeos idénticos (GREAVES et al., 2003), sugere que
uma célula neoplasica pode dar origem a diversos subclones através da aquisicéo
de mutacdes de forma concomitante e sucessiva e que levam a dominancia de um
subclone determinado (Figura 1.1). Subclones intermediarios podem apresentar
potencial de crescimento limitado, se tornando raros. Esse modelo, conhecido como

branching evolution, descreve clones com perfis fenotipicos e mutacionais distintos
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que podem ser segregados de acordo com o microambiente, apresentando
implicagBes clinicas importantes para o diagndstico e prognostico, uma vez que o
tratamento pode provocar uma pressdo seletiva naquele clone minoritério,
propiciando sua expanséao e recidiva da doenca (revisado em GREAVES; MALEY,
2012).

Os avancos nas tecnologias de larga escala como o sequenciamento de
segunda geracdo (NGS) revolucionaram a forma de estudar o genoma do cancer e
iniciaram a era gendbmica, culminando com o sequenciamento global do genoma
(whole genome sequencing, WGS) e o sequenciamento global do exoma (whole
exome sequencing, WES). Essas abordagens cobrem a maior parte da informacéo
genética tumoral incluindo, além de mutac¢des pontuais, alteracdes estruturais como
delecdes, duplicacbes e juncbes cromossdmicas, transformando, rapidamente, o
panorama gendmico com uma metodologia de alto rendimento para um grande
ndamero de pacientes e com um resultado em curto periodo de tempo (TARLOCK;
MESHINCHI, 2015).

Esforcos recentes vem sendo direcionados para o desenvolvimento de
iniciativas de estudo do genoma das LMAs pediatricas com o auxilio de
metodologias de NSG (DOWNING et al., 2012). Dados gerados por esses estudos
sdo disponibilizados para a comunidade cientifica e contribuem para o
esclarecimento das bases moleculares da LMA pediatrica, como as alteracfes
responsaveis pela patogénese e a evolucéo clonal do diagnostico a recaida. Assim,
a capacidade de alocar pacientes em terapias, relativamente, individualizadas, vém

se tornando uma realidade com o auxilio dessas tecnologias.
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Figura 1.1. Arquitetura clonal e selecdo subclonal das mutacdes nas leucemias agudas. A
pressédo seletiva permite que alguns subclones que sofreram mutagdes proliferem ao passo
que outros permanecam dormentes ou sejam eliminados. Nas leucemias agudas, essa
evolugdo pode acontecer em um periodo menor que nos tumores solidos e os subclones
podem estar sujeitos a menores restricbes. As linhas verticais representam a pressao
seletiva e o0s circulos coloridos, um subclone geneticamente diferente (modificado de
GREAVES; MALEY, 2012).

Transloca¢cBes cromossémicas, delecdes e amplificacbes génicas somaticas
sdao condicbes que podem levar ao comprometimento da funcdo de genes
essenciais para a hematopoese, com o0s pontos de quebra ocorrendo,
frequentemente, em sitios frageis suscetiveis ao dano. Nas leucemias agudas, as
translocacdes cromossomicas recorrentes sao seletivamente associadas a subtipos
biologicamente distintos e sdo, em geral, translocacdes reciprocas e estaveis,
refletindo um Unico evento, que ocorre precocemente, e ndo um evento subjacente a
instabilidade gendmica (revisado em GREAVES; WIEMELS, 2003). Apesar de
alguns tumores pediatricos compartilharem essas caracteristicas, outros tumores
apresentam cariotipos diversificados entre os clones, com dele¢cdes e translocacbes
cromossbmicas ndo balanceadas, indicativas da instabilidade cromossdémica
(LENGAUER, 2001). Os rearranjos estruturais que, em geral, levam a fusédo de dois

genes por sua justaposicao (Figura 1.2), apresentam potencial maligno por resultar
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em um oncogene hibrido, inativar um gene supressor tumoral através do
afastamento da sua regido promotora ou pelo reposicionamento de uma regiao
acentuadora da transcricdo (enhancer), que passa a desregular dois genes distais
nao relacionados (NAMBIAR; KARI; RAGHAVAN, 2008). Toda a regido codificante
de um gene pode ser justaposta a um promotor transcricionalmente ativo ou a um
elemento acentuador de outro gene em regides cromossdmicas diferentes, levando
a uma expressado anormal do gene translocado. De outra maneira, a translocagao
pode resultar na formacdo de um unico gene de fusdo que, por sua vez, codifica
para uma proteina ativa que afeta a fisiologia normal da célula (NAMBIAR;
RAGHAVAN, 2011).

[ sene norme!

Genes de fusao

' S
\-:I/ l
_‘/ [ 1

Gene normal

Figura 1.2. Translocacao reciproca balanceada. A translocacdo cromoss6mica pode originar
transcritos de fusdo, resultando em um oncogene hibrido, inativagdo um gene supressor
tumoral pelo afastamento da sua regido promotora ou pelo reposicionamento de uma regiao
acentuadora da transcricdo (enhancer), que passa a desregular dois genes distais nao
relacionados (DASH; GILLILAND, 2001).

Inversdes e translocagbes cromossomicas que ndao geram produtos de fusao
atuam desestabilizando elementos regulatérios cripticos e afetando genes nas
proximidades do rearranjo estrutural. Alteracbes genéticas que podem levar ao
cancer como desfecho incluem, ainda, aquelas que levam a expressdo aumentada
ou diminuida de genes que coordenam a transformagdo maligna, bem como

modificacdes epigenéticas.



1.3. A CLASSIFICACAO DAS LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS

A identificagdo das mutagOes diretoras nas LMAs, diretamente associadas
com a patogénese da doenca, permitiu a definicdo de grupos de risco preditivos de
sobrevida, com consequente estratificacdo terapéutica e monitoramento da reposta
do paciente ao tratamento aplicado (VARDIMAN et al., 2009). A descoberta de
novas caracteristicas moleculares originou outras perspectivas a respeito dos
marcadores de diagndéstico e progndstico que propiciaram uma melhor compreensao
da patogénese dessas doencas.

A caracterizacéo laboratorial das LMAs evoluiu bastante com a incorporagao
de tecnologias modernas e abordagens multidisciplinares mais avangadas (ARBER
et al., 2017). A suspeita de diagnéstico se d4, inicialmente, a partir dos sinais e
sintomas resultantes da substituicdo das células normais na medula 6ssea (MO) por
células neoplésicas e, eventualmente, outros érgaos, com a subsequente inibicao da
hematopoese normal (TENEN, 2003). Os pacientes, em geral, se apresentam com
anemia, sangramentos devido a plaquetopenia e febre devido a neutropenia, as
vezes, sem foco infeccioso. Em geral, a presenca de células imaturas no sangue
periférico (SP) € o primeiro passo para caracterizacdo clinica da leucemia, na
grande maioria das vezes com leucocitose. A infiltracdo leucémica de tecidos
extramedulares pode resultar em hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia das
gengivas e tumores. A infiltracdo de pele por células blasticas (cloroma) e o
comprometimento do sistema nervoso central (SNC) também podem ser observados
em LMA. A leucocitose, quando excede 100 x10° células/L, pode levar a sintomas
respiratorios, oculares e sintomas resultantes da infiltracdo no SNC, requerendo
intervencdo imediata (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

O diagnéstico da LMA é realizado a partir do quadro clinico descrito acima,
bem como pela caracterizacdo morfoldgica, imunofenotipica e citogenética-
molecular dos blastos (células imaturas) leucémicos. E necessario identificar o
estagio de diferenciacdo mieldide dos blastos e, para isso, é realizada a analise
morfologica baseada no fendtipo associado a linhagem (indiferenciado, mieldide,
monoblastico, eritroblastico ou megacariobastico). Morfologicamente, esse estagio
pode ser definido de acordo com a classificacdo do grupo Franco-Ameérico-Britanico
(FAB), que estratificou a LMA em oito subtipos (MO a M7), revelando a porcentagem

de blastos indiferenciados, granulados ou atipicos e a presenca de estruturas



intracelulares, como bastonetes de Auer e perfil citoquimico distinto entre os
subtipos celulares (BENNETT et al., 1991).

A classificacdo FAB foi a primeira a ser amplamente aceita pelos grupos
cooperativos e foi, inicialmente, baseada nas caracteristicas morfolégicas dos
blastos em esfregaco de MO corado com Wright-Giemsa e marcadores citoquimicos
(BENNETT et al, 1976). Com a introducdo de ensaios imunofenotipicos,
especialmente através da citometria de fluxo, a classificacdo FAB foi modificada
para incorporar os marcadores celulares na definicdo do subtipo leucémico, sendo,
particularmente, fundamental para a classificacdo da LMA imatura (MO) e com
diferenciacdo megacarioblastica (M7), além de distinguir das leucemias linfoblasticas
agudas (LLA).

Considerando a relevancia das alteracdes citogenéticas e moleculares no
curso clinico do paciente e suas diferencas na resposta ao tratamento, a OMS
propds uma classificacdo para as LMAs que incluisse as caracteristicas genéticas
como principal critério para a categorizacdo da doenca, inter-relacionando as
informacBes morfologicas e citoquimicas (estabelecidas pelo grupo FAB), as
imunofenotipicas e as citogenético-moleculares como melhor estratégia para
estratificacdo de risco preditivo de sobrevida. Em 2001, a terceira edicdo da
classificacdo da OMS foi publicada e introduziu os marcadores imunofenotipicos e
citogenéticos no diagnéstico das LMA. A quarta edicdo, publicada em 2008,
incorporou novos subgrupos citogenéticos, alguns deles como categorias provisorias
que vém sendo amplamente utilizadas em estudos clinico-epidemiol6gicos e em
protocolos terapéuticos modernos (Figura 1.3; (VARDIMAN; HARRIS; BRUNNING,
2002); (VARDIMAN et al., 2009). Desde entdo, novos subtipos genéticos relevantes

vém mudando o cenario terapéutico das LMAs.



FAB 1971 OMS 2008

1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13q22); CBFb-MYH11

Incorporagdo de LPA com t(15;17)(q22;q12); PML-RARc
marcadores (9;11)(p22;q23); KMT2A-MLLT3
moleculares t(6;9)(p23;434); DEK-NUP214

inv(3)(q21926.2); GATA2-MECOM
t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
NPM1 mutado

Mutacoes bialélicas em CEBPA
Categoria provisdria: BCR-ABL1

Categoria provisoria: RUNX1 mutado

Figura 1.3. Evolucdo das classificacbes das LMAs pediatricas. A classificacdo FAB,
estabelecida em 1971, classificou as LMAs de acordo com suas caracteristicas morfologicas
e ainda apresenta importancia para a definicdo do subtipo de leucemia promielocitica aguda,
representada nas imagens. As classificacbes da OMS incorporaram marcadores
moleculares que estabelecem categorias de risco preditivos de sobrevida. FAB, Franco-
Américo-Britanico; LMA, leucemia mieloide aguda; OMS, Organizagdo Mundial da Saude.
Imagens gentilmente cedidas pela professora Marie Thérése Daniel do Hospital Saint-Louis,
Paris, Francga, 2004.

A classificacdo da OMS, revisada em 2016, vem sendo fundamental na
definicdo de novas categorias para as leucemias agudas, combinando as
caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas e genéticas até entdo descobertas,
fornecendo marcadores relevantes para o prognéstico. As alteracbes genbmicas
podem ser detectadas por ensaios direcionados, através das técnicas baseadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e na transcricdo reversa seguida por PCR
(RT-PCR), hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) ou por painéis génicos
abrangentes usando tecnologias de NGS (ARBER et al., 2017). As principais
mudancas ao longo das trés ultimas classificacbes da OMS, que uniformizaram e
refinaram o diagnéstico das LMAs estéo representadas na Tabela 1.1.

Apesar de a grande maioria dos casos de neoplasias mieloides apresentarem
origem esporadica, vem aumentado o reconhecimento de que determinados grupos
de pacientes (5-10%) apresentam padrdo de mutacdes de origem hereditaria, que

predispdem o desenvolvimento das LMAs. A identificagdo de alteragbes genéticas
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associadas a LMA entre os membros de uma mesma familia auxilia o diagndstico e
a suspeita clinica de uma doencga com caracteristicas genéticas herdadas (NICKELS
et al., 2013). O maior reconhecimento da importancia desse subgrupo de doencas
foram as mudancas incorporadas na classificacdo da OMS de 2016, com a adicéo

de uma secédo de neoplasias mieloides com predisposi¢cao genética (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 Classificacdo da Organiza¢do Mundial da Saude para as Leucemias Mieloides Agudas, 2001-2016

Classificacdo das LMAs

OMS 2001

OMS 2008

OMS 2016

LMAs com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13;922);
CBFB-MYH11

LPA com t(15;17)(g22;912); PML-RARa e variantes
LMA com anormalidades 11923 (KMT2A)

LMA com t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13;922);
CBFp-MYH11

LPA com t(15;17)(q22;q12); PML-RARa

LMA com t(9;11)(p22;q23); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;034); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(q21g26.2) ou t(3;3)(q21;926.2);
GATA2-MECOM

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;q13);
RBM15-MKL1

Categoria proviséria: LMA com NPM1 mutado

Categoria proviséria: LMA com CEBPA mutado

LMA com t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13;922);
CBFB-MYH11

LPA com PML-RARa

LMA com t(9;11)(p22;¢23); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(q21g26.2) ou t(3;3)(q21;926.2);
GATA2-MECOM

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;q13);
RBM15-MKL1

LMA com NPM1 mutado

LMA com mutacgdes bialélicas em CEBPA
Categoria proviséria: LMA com BCR-ABL1
Categoria proviséria: LMA com RUNX1 mutado

LMAs com displasia multilinhagem

LMA e sindrome mielodiplasica relacionadas a terapia

LMA néo especificadas

LMA minimamente diferenciada
LMA sem maturacdo
LMA com maturacdo

Leucemia mielomonocitica aguda

LMA minimamente diferenciada
LMA sem maturacao
LMA com maturacao

Leucemia mielomonocitica aguda
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LMA com maturacao
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Tabela 1.1. Continuacao

Leucemia aguda monocitica/monoblastica
Leucemia aguda eritroide

Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide

Leucemia aguda monocitica/monoblastica
Leucemia aguda eritroide

Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide

ProliferagBes mieloides relacionadas & SD

Leucemia aguda monocitica/monoblastica
Leucemia aguda eritroide

Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide

Proliferacdes mieloides relacionadas & SD

Leucemias agudas de linhagem ambigua

Leucemia aguda indiferenciada

LAFM com 1(9;22)(q34;g11.2); BCR-ABL1
LAFM com t(v;11g23); rearranjos do KMT2A
LAFM B-mieloide

LAFM T-mieloide

Leucemia aguda indiferenciada

LAFM com t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
LAFM com t(v;11qg23); rearranjos do KMT2A
LAFM B-mieloide

LAFM T-mieloide

Neoplasias mieloides com predisposi¢cdo germinativa

LMA com muta¢des em CEBPA

Neoplasias mieloides com mutagdes em DDX41
Neoplasias mieloides com mutag6es em RUNX1
Neoplasias mieloides com muta¢cfes em ETV6
Neoplasias mieloides com mutacdes em
ANKRD26

Neoplasias mieloides com mutacdes em GATA2

LAFM, leucemia aguda de fendtipo misto; LMA, leucemia mieloide aguda; LPA, leucemia promielocitica aguda; OMS, Organizacao Mundial da Saude; SD,

sindrome de Down.
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1.3.1. Fatores prognoésticos estabelecidos na classificagdo da Organizagédo
Mundial da Saude

A LMA pediatrica representa um grupo de leucemias heterogéneo apesar da
sua origem mieloide comum. A grande variedade de alteracdes moleculares
observadas na LMA reflete essa heterogeneidade, tanto do ponto de vista fenotipico
guanto genético. As caracteristicas genéticas sdo importantes determinantes do
prognostico e sado usados para a estratificacdo de risco nos estudos clinicos
(ABRAHAMSSON et al., 2011).

Entre as anormalidades cromossémicas mais frequentes na LMA pediétrica,
destacam-se quatro subgrupos:

e a translocacdo entre os cromossomos 8q22 e 21922 [representada
como t(8;21)(922;922)];

e ainversdo do cromossomo 16, nas regides 13.1 do braco longo e 22 do
bracgo curto [inv(16)(p13.1922)];

e at(15;17)(q22;921);

e 0s rearranjos envolvendo o gene KMT2A (KMT2A-r).

A 1(8;21)(922;922)/RUNX1-RUNX1T1 e a inv(16)(p13.1922)/CBFS-MYH11
comprometem, respectivamente, as subunidades RUNX1 e CBFjB do complexo de
transcricdo heterodimérico de ligacdo ao nucleo (core binding factor, CBF) e, por
isso, definem as chamadas LMAs-CBF, associadas a prognéstico favoravel. A
t(15;17)(922;921), que gera a fusdo génica PML-RAR¢q, também associada ao
prognostico favoravel, € encontrada, exclusivamente, no subtipo leucemia
promielocitica aguda (LPA) (revisado em CREUTZIG et al., 2012).

A afinidade de ligacdo da subunidade RUNX1 por regides promotoras no DNA
€ aumentada por sua associagdo com CBFp, o qual ndo interage diretamente com o
DNA, mas protege o complexo da protedlise (PASCHKA, 2008). O complexo CBF
recruta diversas proteinas que atuam na ligacéo de regides promotoras regulando a
expressdo de genes importantes para a diferenciacdo hematopoética normal. Entre
eles, incluem-se a interleucina 3 (IL-3), o fator estimulador de colonias de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e o receptor do fator estimulador de colbnias
de macréfagos (M-CSF), além de genes importantes para a maturagdo de células T
e B (DASH; GILLILAND, 2001). Além disso, CBF recruta cofatores com atividade de
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histona deacetilases, relaxando a dupla fita de DNA e permitindo o0 acesso da
magquinaria de transcricdo (KITABAYASHI, 1998).

Os KMT2A-r, na regiaol1g23, podem ser observados em LMA e em LLA e,
por isso, definem o subtipo leucemia aguda de fendétipo misto (LAFM), abrangendo
uma variedade de rearranjos do KMT2A. Mais de 70 parceiros de fuséo ja foram
identificados nessas alteracdes sendo que, em LMA, os principais genes envolvidos
sdo AF9 (MLLT3), AF10 (MLLT10), ELL e AF6 (MLLT4) (MEYER et al., 2017).
Alteracbes em KMT2A parecem apresentar maior potencial leucemogénico que
aquelas em RUNX1 e CBFfS. O KMT2A codifica uma proteina com atividade de
histona metiltransferase e funciona como ativador transcricional, regulando a
expressdo génica durante o desenvolvimento embrionario e a hematopoese
(TAKEDA, 2008).

E importante a identificagcdo do gene fusionado ao KMT2A, uma vez que o
parceiro envolvido no rearranjo leva as variagdes na sobrevida nesse grupo de
pacientes (BALGOBIND et al.,, 2009). Da mesma maneira, experimentos in vivo
indicam que o potencial leucemogénico da translocagdo cromoss6mica envolvendo o
KMT2A depende do parceiro (BARABE et al., 2007), fato que pode auxiliar no
entendimento das diferencas observadas na sobrevida global (SG) e sobrevida livre
de doenca (SLD) dos pacientes com determinadas alteracbes (BALGOBIND et al.,
2009; CREUTZIG et al., 2012).

Juntos, esses quatro subtipos genéticos correspondem a 50% dos casos de
LMA pediatrica, uma frequéncia muito maior que a observada em adultos, apesar de,
em ambos o0s casos, apresentarem morfologia, expressdo génica e resposta ao
tratamento semelhantes (BETTS et al., 2007; GRIMWADE, 2001; HARRISON et al.,
2010; NEUHOFF et al., 2010).

A OMS categoriza, ainda, as alteracdes t(1;22)(p13;q13), que gera a fusdo
génica RBM15-MKL1, predominante na LMA do lactente (€2 anos de idade) com
diferenciacdo megacarioblastica (TORRES et al., 2011), a inv(3)(g21g26.2) ou
t(3;3)(g21;926.2); envolvendo os genes GATA2 e MECOM e a t(6;9)(p23;934);DEK-
NUP214 (Tabela 1.1; (VARDIMAN, 2010). As trés primeiras translocacbes
cromossOmicas citadas definem grupos de risco prognostico adverso (NEUHOFF et
al., 2010).

As LAFM T/mieloide compreendem um subtipo raro de leucemia aguda que
apresenta muitas similaridades com o subtipo mais indiferenciado de LLA de células

T, chamado LLA de células precursoras T precoces (early T cell precursor, ETP).
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Esses, sdo dois subtipos intimamente relacionados apresentando em comum
caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas e a auséncia de um marcador
genético que define esse subtipo particular (BENE; PORWIT, 2012; COUSTAN-
SMITH et al., 2009; WEINBERG; ARBER, 2010). Apesar de as LAFM T/mieloide
apresentarem marcadores moleculares comuns entre 0os demais subtipos de LMA,
alguns estudos demonstram que esses pacientes, quando incluidos nos protocolos
terapéuticos de LLA, apresentam maiores taxas de sobrevida do que quando
tratados como LMA (MATUTES et al., 2011; MEJSTRIKOVA et al., 2010).

Desde sua terceira edicdo, a classificacdo da OMS para as neoplasias
mieloides vem ressaltando a importancia de lesdes genéticas multiplas que
cooperam para o0 estabelecimento da leucemogénese e influenciam as
caracteristicas clinicas e morfolégicas da doenca (VARDIMAN, 2002), incluindo néo
apenas os rearranjos cromossémicos detectados microscopicamente, mas também
as mutacbes gendmicas submicroscopicas associadas a mutacdes diretoras
(KELLY; GILLILAND, 2002). As translocagdes sao eventos iniciadores das leucemias
agudas, mas para o estabelecimento do fendtipo leucémico mutacbes secundarias
sdo necessarias (NIEBUHR et al., 2008).

A classificacdo FAB pode ser concluida rapidamente apés analise morfoldgica
de MO e SP, direcionando a identificagdo dos marcadores citogenético-moleculares
gue definem as LMAs conforme os grupos de risco preditivos de sobrevida. Entre as
translocacdes cromossdmicas mais frequentes em criancas que geram fusdes
génicas, a alteracdo RUNX1-RUN1T1 esta associada aos subtipos morfologicos
M1/M2 e a fusdo génica CBFfA-MYH11 € descrita como associada ao subtipo M4 e
M4 eosinofilica (M4Eo) (NEUHOFF et al., 2010); a fusdo PML-RAR« é exclusiva do
subtipo M3 (revisado em CREUTZIG et al., 2012); e os KMT2A-r estdo associados,
principalmente, aos subtipos mielomonociticos (M4 e M5), podendo também ser
encontrados nas leucemias indiferenciadas (BIONDI et al., 2000). Sendo assim, a
classificacdo FAB ainda € importante para direcionar as analises moleculares para a
conducdo de um diagndstico integrado mais rapido para a tomada de decisédo
terapéutica.
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1.4. PATOGENESE DAS LEUCEMIAS MIELOIDES  AGUDAS
PEDIATRICAS

As translocacdes cromossbmicas geram a recombinacdo ilegitima ou
justaposicdo de genes normalmente separados e, em geral, envolvem dois fatores
de transcricdo. Como resultado, pode ocorrer a formacdo de uma proteina hibrida
com propriedades oncogénicas (ROWLEY, 1998). Apesar de associacoes
especificas dessas fusdes génicas com as LMAs, estudos in vitro demonstraram que
as proteinas de fusdo séo insuficientes per si para induzir um fenétipo leucémico
completo (CASTILLA et al., 1996, 1999; CORRAL et al., 1993; DOBSON, 1999; HE
et al., 1997; HIGUCHI et al., 2002; YUAN et al., 2001). A expressao das proteinas de
fusdo parece alterar o crescimento e a diferenciacdo das CTH gerando uma
populacdo de células pré-leucémicas suscetivel a aquisicdo de mutacBes
cooperativas para induzir o desenvolvimento da LMA (DOWNING; SHANNON,
2002). O namero e o tipo de mutagcBes cooperativas variam significativamente entre
os diferentes subtipos das LMAs (BALGOBIND et al., 2011).

A partir de evidéncias experimentais e epidemiolégicas, Dash e Gilliland
sugeriram um modelo de cooperacao entre pelo menos duas classes de mutacdes
nas LMAs (DASH; GILLILAND, 2001). No modelo inicialmente proposto para a
leucemogénese, chamado de “2 eventos”, uma classe de mutagcbdes (classe I)
confere vantagem proliferativa e de sobrevivéncia as células com a alteracédo e, uma
segunda classe de mutacdes (classe IlI) atua, primariamente, interferido na
diferenciacdo hematopoética e na subsequente apoptose celular. Entre as mutacdes
de classe |, estdo mutacBes que ativam genes da via de sinalizacdo RAS-proteina
quinase ativada por mitégeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK), que € a
principal classe de genes alterada na LMA pediatrica, incluindo RAS, FLT3, PTPN11
e KIT. No grupo de mutacbes de classe Il, estdo as fusdes génicas RUNX1-
RUNX1T1, CBFS-MYH11 e PML-RAR¢, entre outras, que sdo o primeiro evento
necessario para a leucemogénese. As LMAs, que sdo caracterizadas pela
proliferacdo/sobrevivéncia celular aumentadas e parada na diferenciacdo
hematopoética, seriam, portanto, consequéncia da presenca de ambas as classes
de mutacdes (DASH; GILLILAND, 2001).

O modelo dos “2 eventos” ndo € mais aceito, uma vez que mutacdes
recorrentes em outras classes de genes vém sendo descritas. As mutacdes de

classe lll, que afetam genes de regulacdo epigenética, e outras classes, como
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mutagcOes que afetam genes do spliceossoma (SF3B1, U2AF35, SRSF2, ZRSR2,
SF3A1, PRPF40B), os moduladores da transcricdo e traducdo (EVI1, RUNX1,
GATA2, UTF1, SOX2/8, PHF6, CEBPA, WT1, TP53), do complexo de coesinas
(STAG2, RAD21, SMC1A, SMC3) e os reguladores da cromatina (ASXL1/2, EZH2,
PRC1/2, PhoRC, PR-DUB, BCOR), estdao associadas com a patogénese da LMA do
adulto, sendo muito raras nas LMAs pediatricas (FARRAR et al., 2016; LEY et al.,
2010; LIANG et al., 2013; SCHUBACK; ARCECI; MESHINCHI, 2013). A Figura 1.4
representa o desenvolvimento da LMA como resultado de alteracbes genéticas
adquiridas de acordo com a funcionalidade do gene, que se acumulam de modo
progressivo em uma Unica célula transformada (GODLEY, 2012).

Estudos de caracterizacdo das alteracdes genéticas em LMA, ao revelar o
espectro de mutacfes somaticas que origina a doenca, direcionaram a atencao para
a evolucdo molecular e para sua arquitetura clonal. CTH normais que apresentam
mutacbes diretoras de leucemia adquirem uma vantagem competitiva de
sobrevivéncia e, com o0 passar do tempo, apresentam expansao clonal, fato que
pode ser um aspecto normal de envelhecimento do sistema hematopoético
(JAISWAL et al., 2014; XIE et al., 2014).
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Figura 1.4. Modelo proposto para a leucemogénese. No minimo, trés classes de
anormalidades genéticas sdo necessérias para o desenvolvimento da LMA: mutac¢des de
classe | ou alteragbes em genes que conferem vantagem proliferativa ou de sobrevivéncia
celular ao progenitor hematopoético (por ex., nos genes KIT, FLT3, PTPN11, RAS e a fuséo
génica BCR-ABL1); mutagbes de classe Il, representadas por alteracdes cromossomicas
recorrentes (por ex., as fusdes génicas CBFS-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, PML-RARg, entre
outras) que bloqueiam a diferenciagdo mantendo a autorrenovagdo do clone leucémico; e
mutacdes de classe lll, que afetam genes reguladores epigenéticos, como DNMTS3, IDH e
TET, além dos rearranjos do KMT2A, inicialmente definido como classe Il (modificado de
GILLILAND; GRIFFIN, 2002).
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1.5. AS LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS PEDIATRICAS E SUA
SINGULARIDADE

Existem evidéncias cientificas de que a LMA pediatrica € uma doenca distinta
da LMA do adulto em alguns aspectos (CHAUDHURY et al., 2015; CREUTZIG et al.,
2008, 2012, 2016; RADTKE et al.,, 2009; TARLOCK; MESHINCHI, 2015). Esse
conceito € substanciado por dados que demonstram prevaléncias diferentes de
alteracBes citogenéticas e mutagbes em genes “condutores” na LMA entre criancas
e adolescentes, adultos jovens e idosos, aléem das taxas de incidéncia e de
sobrevida amplamente variadas. E importante ressaltar que algumas alteracdes
genéticas sdo exclusivas das criancas, refletindo, portanto, uma histéria natural
diferente. Ao contrario das LMAs em adultos, nas quais mutacbes em reguladores
epigenéticos (como DNMT3, IDH e TET) sao frequentes, alteracbes nesse conjunto
de genes nos casos pediatricos, além de raras, parecem ser mutualmente exclusivas
e ocorrem com outras mutaces ndo relacionadas a regulacdo epigenética
(HUETHER et al., 2014). Além disso, nas LMAs pediatricas, as alteracdes genéticas
de classificacdo de risco terapéutico sdo representadas, em quase 90% dos casos,
por fusdes e rearranjos génicos, diferente dos casos de LMA do adulto, em que as
principais alteracdes genéticas sdo representadas por mutagdes pontuais.

A LMA pediétrica, aqui referida de maneira abrangente como os casos <19
anos de idade, incluindo criancas, adolescentes e adultos jovens, € caracterizada
por alta frequéncia de anormalidades citogenéticas (>90%), enquanto entre 0s casos
adultos predominam o grupo citogeneticamente normal (cariétipo normal, CN) e
defeitos moleculares nos genes reguladores epigenéticos (revisado em CREUTZIG
et al., 2012).

A importancia prognéstica das anormalidades citogenéticas recorrentes € bem
estabelecida para a estratificacdo dos pacientes em grupos de risco favoravel,
intermediario e adverso, com novas estratégias sendo consideradas para estratificar
modalidades terapéuticas, evitando exposicdo desnecessaria a pacientes de baixo
risco e incluindo terapia intensiva, quando necessaria, naqueles de risco adverso
(RADHI; MESHINCHI; GAMIS, 2010). A idade é um dos fatores progndsticos
independentes bem delineado, assim como a contagem de leucdcitos ao

diagnostico, a presenca das anormalidades citogenéticas/moleculares,
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mielodisplasia prévia e resposta precoce ao tratamento (revisado em CHAUDHURY
et al., 2015).

A classificacdo da OMS é aplicada para todos os casos de LMA, sem
distincdo entre as idades. Além disso, contém a maioria, mas nao todas, as
alteracdes citogenéticas especificas dos pacientes pediatricos. A diferenca na
prevaléncia e progndstico entre as LMAs pediatricas e do adulto estdo sumarizadas
na Tabela 1.2. Grupos colaborativos divulgam, periodicamente, recomendagdes para
diagndstico e padronizacdo dos protocolos de tratamento, com praticas gerais e para
estudos clinicos. As recomendacdes de manejo dos pacientes adultos sao
estabelecidas de acordo com a classificacdo da European LeukemiaNet (DOHNER
et al., 2009). Para o grupo pediatrico, as recomendacdes sdo definidas pelo grupo
europeu Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) (CREUTZIG et al., 2012).
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Tabela 1.2. Comparacdo entre as anormalidades genéticas nas LMAs pediatricas
(<18 anos de idade) e do adulto (18-60 anos de idade)

LMA do adulto (18-60 anos) LMA pediatrica (<18 anos)
Frequéncia (%) Progndstico Frequéncia (%) Progndstico
Cariétipo anormal 55 Variavel 70-80% Variavel

LMA com anormalidades genéticas recorrentes (classificagcdo OMS)

t(8;21)(922;022); RUNX1-RUNX1T1 8 Favoravel 12-14 Favoravel
t(16;16)(p13;0922); CBF-MYH11 5 Favoréavel 8 Favoréavel
t(15;17)(q22;921); PML-RARa 5-10 Favoréavel 6-10 Favoréavel
t(9;11)(p22;023); MLLT3-KMT2A 2 Intermediaria 7 Favoravel
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 1 Adversa <2 Adversa
t(3;3)(921;26.2); GATA2-MECOM 1 Adversa <1 Adversa
t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 <1 Desconhecida LMA-M7 2 Intermediaria
LMA com NPM1 mutado 35 (53 em CN) Favoravel 5-10 Favoravel
LMA com CEBPA mutado 10 em CN Favoravel 5 (14 em CN) Favoravel
LMA com anormalidades genéticas recorrentes (néo incluidas na classificagdo OMS)
t(7;12)(q36;p13)/t(7;12)(q32;p13) Ausente - Lactentes °© Adversa
t(5;11)(935;p15.5); NUP98-NSD1 Ausente - 3.8 Adversa
MutacBes génicas

NRAS 10 Sem significado 20 Controverso
KIT 3-5 Variavel 3 Desconhecido
PTPN11 Ausente - 5-21¢ Desconhecido
FLT3 ¢ 20-40 Adversa 10 Variavel
IDH 16 Variavel Raras Sem significado
DNMT3 20 Desconhecido Raras Desconhecido

a Alteracdo encontrada, exclusivamente, no subtipo LMA-M7 (megacarioblastico). P Prognéstico favoravel nos
casos que apresentam FLT3 selvagem. ¢ Alteracdo encontrada em cerca de 50% dos casos de LMA em
lactentes. ¢ FLT3 com alterac¢des do tipo duplicagdo interna in tandem (DIT). © Alteragdo descrita para LMA em
lactentes. CN, cariétipo normal; LMA, leucemia mieloide aguda; OMS, Organizagdo Mundial da Saude.
Modificado de CREUTZIG et al., 2012.

Nas criancas de até 2 anos de idade, destacam-se o curto periodo de
laténcia, caracteristicas imuno-citogenéticas distintas e, na maioria dos casos,
associacdo com um prognostico desfavoravel (BIONDI et al., 2000; CREUTZIG et
al., 2008; NEUHOFF et al., 2010). Clinicamente, a doenca se apresenta com
caracteristicas de hepatoesplenomegalia e envolvimento de 6rgaos extra medulares.
Além disso, esta associada a uma alta incidéncia dos subtipos morfolégicos FAB
M4/M5 e M7 e caracteristicas de risco intermediario e alto, fatos que estéo
correlacionados a alta frequéncia de KMT2A-r (BIONDI et al., 2000; CREUTZIG et
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al., 2012, 2016). A doenca de risco favoravel € mais frequente em criancas com
idade entre 1 e 10 anos comparada aos adolescentes, 0 que contribui para maiores
taxas de sobrevida. A distribuicdo de frequéncia das principais alteracdes
citogenético-moleculares das LMAs em relacdo a idade pode ser observada na

Figura 1.5.
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Figura 1.5. Prevaléncia de alteracdes moleculares especificas em LMA de acordo com a
idade. CBF, LMA com alteracdes no complexo do fator de ligacdo ao nucleo (CBF), que
incluem as LMA com as alteragbes RUNX1-RUNX1T1 e CBFp-MYH11; CN, cariotipo
normal; KMT2A-r, rearranjos do KMT2A (TARLOCK; MESHINCHI, 2015).

Em adultos, o TCTH na primeira remissdo completa (RC) é recomendado
entre 0s casos que apresentam anormalidades citogenéticas de alto risco (DOHNER
et al., 2009), que incluem a monossomia dos cromossomos 5 e 7, alteragcdes em 5q,
inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(921;926.2), t(6;9)(p23;934)/DEK-NUP214,
1(9;22)(q34;911.2)/BCR-ABL1 e caridtipo complexo (definido como 3, 4, ou 5
anormalidades nao relacionadas em uma mesma célula) (GRIMWADE et al., 2010).
Apesar dessas mesmas alteracdes conferirem risco adverso nos casos pediatricos, o

mesmo desfecho ndo é suficientemente desfavoravel para justificar o TCTH, uma
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vez que essa sobrevida pode estar associada apenas a alguns grupos especificos
(HARRISON et al., 2010; NEUHOFF et al., 2010).

Alteracbes genéticas de alto risco que ocorrem, quase exclusivamente, nos
casos pediatricos incluem as translocagbes cripticas t(5;11)(g35;p15.5)/NUP98-
NSD1, a inv(16)(p13.3q24.3)/CBFA2T3-GLIS2 e a t(8;16)(pll;pl3)/MYSTS3-
CREBBP, objetos desse estudo.

1.5.1. Leucemia promielocitica aguda

A leucemia promielocitica aguda (LPA) € um exemplo bem-sucedido de uma
medicina precisa, com estratégias terapéuticas alvo-especificas capazes de levar a
altas taxas de resposta e cura (RAVANDI; STONE, 2017). A LPA tem se mostrado
com frequéncias superiores nas criancas e adultos jovens em paises da América
Latina, com uma variacdo geogréafica global aparente que desperta curiosidade
investigativa (ZHANG et al., 2015). Sendo uma doenca muito rara na infancia,
corresponde a 5-7% do total de casos de LMA nos Estados Unidos e paises da
Europa do norte e central, enquanto em pacientes pediatricos com descendéncia
latina/hispanica, a LPA corresponde a 20% das LMAs (DOUER et al., 1996; ZHANG
et al., 2015). Entretanto, em ambos os grupos, o numero de casos de LPA em
adultos € muito maior que sua ocorréncia em criancas. A mediana de idade de
diagnodstico da LPA pediatrica é de 9-12 anos, sendo o diagndstico na idade <1 ano
muito mais raro (revisado em TESTI; LOCOCO, 2014).

A LPA é um subtipo de LMA Unico por apresentar caracteristicas biolégicas
peculiares e, clinicamente, propensdo por desenvolver coagulagéo intravascular
disseminada. Historicamente, é descrita por apresentar rapido curso fatal e alta
incidéncia de morte precoce causada por hemorragia (HILLESTAD, 1957). Em LPA,
existe uma parada na maturacdo de progenitores hematopoéticos no estagio
promielocitico (Figura 1.6). A descricdo das caracteristicas citogenéticas e dos
eventos moleculares que levam a parada maturativa (DE THE et al., 1990), foi o
passo inicial para o entendimento da biologia das LPAs e dos mecanismos de acao
dos agentes terapéuticos como o acido all-trans-retinoico (ATRA) e do triéxido de
arsénico, drogas que se mostraram efetivas (empiricamente) no controle da doenca
e de suas manifestacdes agressivas (HUANG et al., 1988; SHEN et al., 1997). Por

sua eficacia e seu potencial de induzir a remissdo completa, o ATRA foi incorporado
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na fase de inducdo dos regimes terapéuticos, resultando em melhoras significativas
nas taxas de SG e SLD (SANZ et al., 2008).

Geneticamente, a LPA é caracterizada pela translocacdo cromossdémica
t(15;17)(q22;911), que resulta na fusdo génica PML-RARae em uma proteina
quimérica (DE THE et al., 1990), a partir de dois transcritos de fusdo. Um deles é
regulado pelo promotor de PML e codifica uma proteina contendo a maioria dos
dominios funcionais de RAR ¢, incluindo o dominio de ligagdo ao DNA. A maior parte
do gene PML é incorporada na fusdo génica. O transcrito reciproco menor RARa-
PML também é expresso em pacientes com LPA. A relagdo causal entre a fusédo
PML-RAR« e a origem da LPA € baseada ndo s6 em observacdes clinico-
epidemioldgicas de que o rearranjo esta sempre associado a LPA, mas também ao
fato de que essa fusdo causa uma sindrome com fendtipo semelhante a LPA em
modelos murinos (BROWN et al., 1997).

PML participa da organizacdo de dominios nucleares, chamados corpos
nucleares de PML, que regulam as modificacbes pds traducionais de alvos com
propriedades supressoras de crescimento, particularmente, pela ativacdo de p53
(revisado em THE, 2017). O gene RAR«a codifica uma proteina que atua como
repressor da transcricdo de genes importantes para a mielopoese (ALCALAY et al.,
1991). Em concentracdes fisioldgicas do ligante de RARa, ocorre liberacdo do
complexo repressor e ativacdo da transcricdo (GERMAIN et al., 2006).

A proteina PML-RARa reduz a especificidade de ligacdo ao DNA e néo
permite a ligagdo ao ATRA (GRIGNANI et al., 1998), recrutando corepressores
nucleares que inibem a transativacao de genes-alvo de RARa via deacetilacdo de
histonas, impedindo o acesso e a ligacdo da maquinaria de transcricao,
consequentemente, impedindo a expressdo de genes necessarios para a
diferenciacdo hematopoética (GRIGNANI et al., 1998). Essa repressao transcricional
€ consequéncia de mudancas epigenéticas induzidas pela proteina quimérica PML-
RARa, que promove, ainda, a desestabilizacdo dos corpos nucleares de PML e a
consequente inibicdo da via de sinalizacdo de p53, contribuindo para a
autorrenovacao dos primieldcitos (Figura 1.6A). A reversdo desse efeito se da com a
adicdo de ATRA em concentra¢gfes supra fisiologicas, que induz um programa de
diferenciacdo de promieldcitos em neutréfilos diferenciados terminais, seguido por
apoptose. A nivel molecular, ATRA sobrepde a atividade inibitéria dominante de

PML-RAR¢, se ligando ao dominio RARa da proteina de fusdo e liberando o
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complexo corepressor nuclear, permitindo a expressdao de genes silenciados
necessarios para a diferenciacdo de promieldcitos em neutréfilos maduros (Figura
1.6B) (THE, 2017).

Existem outras translocacfes variantes envolvendo RARa e associadas ao
fendtipo de LPA. Nesses casos, o ponto de quebra em RARa se mantém, mas
outros genes estdo envolvidos na translocacdo, como o gene NPM e o PLZF, nas
translocacoes t(5;17)(g32;q12) e t(11;17)(g23;921), respectivamente. Entretanto,
pacientes apresentando a translocacdo t(11;17)(g23;9g21) nao respondem ao
tratamento com ATRA, apesar das similaridades com o fenétipo clinico de LPA. Essa
observacgéo pode ser explicada, em parte, pelo fato de que PLZF é capaz de recrutar
o complexo nuclear corepressor e a proteina PLZF/RARa ndo é afetada pelo ATRA,
levando a um bloqueio persistente na expressdo génica e na diferenciacao
hematopoética (GRIGNANI et al., 1998; MUINDI et al., 1992).
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Figura 1.6. Patogénese da leucemia promielocitica aguda (LPA) e resposta ao acido all-
trans-retinoico (ATRA). A. O receptor o de acido retinoico (RARa) € um fator de transcri¢cdo
responsivo ao ATRA que, quando ligado ao seu correceptor RXR se liga a sequéncias
especificas do DNA (conhecidas como RARE). A proteina de fusdo PML-RARa leva ao
desenvolvimento da LPA por silenciar a transcricdo de genes de diferenciacdo
hematopoética e por promover a desorganizacdo dos corpos nucleares de PML com
consequente inativacdo da via de sinalizacdo de p53. B. Efeitos do ATRA nas células da
LPA: diferenciacdo baseada na transcricao (acima) e senescéncia dirigida por PML (abaixo).
A ligacdo de PML-RARa ao ATRA possibilita a ativacdo da transcricdo, promovendo a
diferenciacdo. Além disso, inicia a degradacdo da proteina PML-RARa via proteassomo,
permitindo a reorganizacdo dos corpos nucleares por proteinas PML normais e ativacao de
p53, levando & eliminagdo das células de LPA (modificado de THE, 2017).
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1.5.2. Mecanismos de leucemogénese das leucemias mieloides agudas
pediatricas

A compreensao dos mecanismos de formacado das fusdes génicas pbde ser
obtida a partir do estudo das LMAs associadas a onco-terapia (LMA-t). As LMAs-t,
correspondem a ~15% dos casos de LMA, ocorrem apds tratamento para
malignidades hematologicas e ndo hematoldgicas com drogas alquilantes e/ou
inibidores de topoisomerase e, em geral, apresentam prognostico pior que as LMAs
de novo. A incidéncia dessas leucemias tem aumentado ao longo dos anos em
consequéncia de regimes quimiotergpicos intensivos adotados para o tratamento de
um cancer primario (KERN et al., 2004; MAURITZSON et al., 2002).

As anormalidades citogenéticas especificas podem ser relacionadas aos
efeitos citotéxicos das substancias utilizadas no tratamento da doenca primaria. Nas
LMAs-t, a natureza do agente causador apresenta uma influéncia importante sobre a
biologia, momento de aparecimento do fenétipo leucémico e progndstico. A
identificacdo da enzima topoisomerase Il (topo-Il) como um alvo de drogas, como
epipodofilotoxinas e antraciclinas, representa um dos grandes avancos da
farmacologia anticancer. Entretanto, uma complicagdo potencial das drogas que tém
como alvo essa enzima, € o desenvolvimento das leucemias secundarias a terapia
(NITISS, 2009).

A topo-ll é uma proteina dimérica que atua durante o processo de replicacao,
se ligando ao DNA e alterando sua topologia. A topo-ll alivia a tensdo de
enovelamento helicoidal gerada pelo préprio mecanismo de replicacdo, através da
clivagem reversivel de uma dupla hélice e o religamento de ambas as fitas. Cada
mondmero permanece ligado de maneira covalente as extremidades da quebra na
dupla fita (DSB) do DNA através da ligacdo com o grupamento fosfato, clivando uma
ligacdo fosfodiéster na cadeia de DNA (ALBERTS et al., 2006). Portanto, a enzima
gera, temporariamente, uma DSB e realiza, em seguida, a religacdo das regides
terminais quebradas. A DSB é um estagio intermediario de curta duracdo, mas
agentes inibidores da topo-Il inibem a etapa de religacdo, acumulando o complexo
composto pela DSB na qual a enzima permanece ligada ao DNA (revisado em
GILLILAND; JORDAN; FELIX, 2003; RAFFINI et al., 2002). As quebras sao
citotoxicas e, por isso, a finalidade do uso de inibidores da topo-Il. Mas essa inibicdo

também leva a efeitos genotdxicos, incluindo a formacdo de translocacoes
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cromossOmicas inespecificas que podem desaparecer, mas podem, ainda, adquirir

estabilidade e levar a leucemogénese (Figura 1.7).
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Figura 1.7. A enzima topoisomerase Il e seu papel genotéxico. O equilibrio entre a clivagem
mediada pela enzima topoisomerase Il (necesséria para funcgdes fisioldgicas) e a ligagédo &
critico para a sobrevivéncia da célula. Se o nivel de clivagem no DNA mediada pela
topoisomerase Il diminui em consequéncia da diminuicdo de sua atividade catalitica, a
enzima perde sua atividade de diminuir o estresse replicativo, levando a morte celular como
resultado da falha mitética. Por outro lado, se os niveis de clivagem se tornam muito
elevados, as quebras na dupla fita do DNA podem ser reparadas de maneira erronea,
levando a translocacfes cromossémicas ou outras aberracbes genbOmicas. Se essas
alteracdes sobrecarregam o processo de divisdo celular, podem levar a morte celular, o que
€ 0 objetivo de diversas drogas anticancer, ou a transloca¢cdes cromossémicas que se
tornam estaveis e se mantém nas divisbes celulares, promovendo a leucemogénese.
Modificado de PENDLETON et al., 2014.

As DSB séo pré-requisitos para a origem das translocacdes cromossémicas.
Uma vez que todo o genoma é replicado durante a divisdo celular, qualquer regido
genbmica se torna um sitio potencial para a formacdo de DSB associadas a
replicacdo. Apesar disso, o dano ao DNA associado a replicacdo nédo é
completamente randémico. Existem regifes do genoma, chamadas de sitios frageis
comuns, que sao mais propensas a quebras durante o estresse replicativo. Essas
regides sdo relativamente estaveis nas células normais, mas, nas células tumorais,
acumulam quebras e anormalidades cromossdmicas (ARLT et al.,, 2006). Agentes
gue atuam sobre a topo-ll induzem leucemias agudas com translocacoes
balanceadas que, geralmente, se evidenciam em trés anos e envolvem 0s genes
KMT2A, RUNX1, PML e RARa (JOANNIDES; GRIMWADE, 2010). As translocacbes
envolvendo o gene KMT2A s&o as mais frequentes em LMA-t, caracterizando uma
leucemia com curto periodo de laténcia (revisado em GILLILAND; JORDAN; FELIX,
2003).
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O estado transcricional € outro fator que influencia a frequéncia da
translocacdo, uma vez que a maioria das translocacbes envolvem regides
codificantes e 0s genes transcritos sao mais sujeitos a translocagdes do que genes
silenciados (BUNTING; NUSSENZWEIG, 2013). Ainda assim, para que a
translocacao ocorra, os genes envolvidos devem estar na mesma vizinhanca nuclear
para possibilitar sua interacdo e a jungcao das extremidades das duas fitas de DNA.
Nesse contexto, 0S processos que aproximam esses genes ou facilitam sua
interagdo aumentam o risco para que a translocagéo acontecga entre eles. Genomas
interfasicos estdo organizados no espaco nuclear de maneira ndo randémica e a
distancia entre os genes parece afetar a ocorréncia da translocacéo, o que explica o
porqué de algumas delas acontecerem tdo comumente em malignidades especificas
(MEABURN; MISTELI; SOUTOGLOU, 2007; MISTELI, 2010). Além disso, € provavel
gue haja uma selecdo da translocacdo com base em seu potencial de manter a
sobrevivéncia e a proliferagcdo da célula neoplasica (BUNTING; NUSSENZWEIG,
2013).

Os compostos que atuam sobre a atividade catalitica da topo-Il podem ser
separados em duas categorias. A primeira inclui drogas como as antraciclinas (por
exemplo, daunorubicina), que diminuem a atividade da enzima por atuarem como
inibidores cataliticos. Drogas da segunda categoria incluem, por exemplo,
etoposideo e mitoxantrona, que aumentam os niveis do complexo de clivagem topo-
[I/DNA, consequentemente, inibindo a replicacdo e a transcricdo, direcionando a
célula para apoptose (NITISS, 2009). Uma variedade de compostos que acontecem
naturalmente e incluem a curcumina, digitoxina, flavonoides da dieta e constituintes
do cha verde, inibem a topo-Il ou induzem a formacao do complexo topo-1I/DNA em
estudos in vitro (LOPEZ-LAZARO et al., 2011; LOPEZ-LAZARO; WILLMORE;
AUSTIN, 2010). Sugere-se que esses compostos, incluidos na dieta materna,
contribuem para as translocacfes in utero envolvendo o KMT2A observadas na
leucemia de lactentes (DOORN-KHOSROVANI et al., 2007; ROSS, 2000), uma vez
gque os KMT2A-r, nesses casos, compartiiham caracteristicas moleculares em
comum com as LMAs-t.

A analise detalhada dos pontos de quebra (posicdo no cromossomo derivativo
onde dois segmentos de cromossomos heterélogos séo fusionados) e os aspectos
da biologia da topo-Il podem esclarecer como essas translocagdes sao formadas.

Para os genes KMT2A, RUNX1, PML e RARa, muitos pontos de quebra nas

LMAs de novo e nas LMAs-t foram determinados a nivel de pares de bases. Essa
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observacdo demonstrou que, enquanto nas LMAs-t, os pontos de quebra se
localizam em regides agrupadas e previamente descritas, chamadas de breakpoint
cluster regions (BCRs), sua distribuicdo pode ser distorcida se comparada as regides
dos pontos de quebra nas LMAs de novo. Esse dado é, particularmente, notavel
para o KMT2A (MEYER et al., 2013). Os pontos de quebra cromossémicos do
KMT2A nas leucemias se localizam em uma BCR de 8Kb, sendo que as quebras do
gene nas LMAs-t e nas leucemias de lactentes se concentram em uma regido
telomérica de 1Kb e os pontos de quebra dos casos de novo predominam na parte
centromérica dessa regido (MEYER et al., 2017). Dois mecanismos podem explicar
essa sensibilidade diferenciada. O primeiro esté relacionado diretamente a clivagem
mediada pela topo-Il e 0 segundo, a fragmentacdo apoptética precoce mediada por
DNAse ativada por caspase (revisado em COWELL; AUSTIN, 2012).

A presenca de sequéncias de microhomologia entre os genes fusionados
sugere que o dano ao DNA mediado pela topo-Il possa ser reparado pelo padrao de
juncdo de extremidades ndo homodlogas (NHEJ), pelos mecanismos de replicacao
induzidos pela DSB e pelos ciclos de quebra-fusdo-ponte (breakage—fusion—bridge,
BFB) (BUNTING; NUSSENZWEIG, 2013). Os mecanismos de replicacdo sao
propostos como causadores de translocagdes por mudar a extensdo da fita molde de
DNA para outra sequéncia homoéloga durante a replicacdo, resultando em uma
sequéncia ndo homologa que sera copiada na nova fita de DNA (Figura 1.8; (SMITH,;
LLORENTE; SYMINGTON, 2007).
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Figura 1.8. Mecanismos de origem das translocagfes. A. As translocagfes cromossémicas
reciprocas e balanceadas se formam como consequéncia da fusao de quebras na dupla fita
do DNA que acontecem na mesma célula. Seguindo essa quebra, uma via de sinalizacao é
ativada, levando a ligacdo de fatores da via de reparo de juncdo de extremidades nao
homologas. Os fragmentos vermelho e azul representam diferentes cromossomos que
podem ser, incorretamente, ligados pelas vias endbégenas de reparo. B. Os teldmeros
desprotegidos geram resposta como quebras na dupla fita do DNA que, potencialmente,
leva a fusdo dos teldmeros e fusbes entre as extremidades dos cromossomos. Durante a
anafase, os cromossomos dicéntricos sdo separados, originando translocagdes ou quebras
na dupla fita. Os cromossomos quebrados agem como substratos para novos ciclos de
fusbes e quebras, originando as translocacbes complexas. C. Hipoteticamente, as
translocagBes podem se iniciar a partir de um mecanismo baseado na replicagcdo, no qual ha
mudanca do sitio da maquinaria de replicagdo em um cromossomo diferente com algum
grau de homologia entre o0 cromossomo inicial. A extensao da forquilha de replicacdo (setas
no fragmento azul) em um cromossomo diferente (setas no fragmento vermelho) pode levar
a origem de uma fita de DNA com sequéncias dos dois cromossomos (BUNTING;
NUSSENZWEIG, 2013).

O processo chamado BFB € iniciado a partir de uma quebra na dupla fita de
DNA na regido telomérica que, consequentemente, fica desprotegida. Assim, as
cromatides irmas que apresentam DSB sofrem uma fusdo nas porcdes distais,
formando um cromossomo dicéntrico com duas copias de genes homélogos entre 0s
dois centrémeros. Durante a anafase, os cromossomos dicéntricos podem ter seus
centrbmeros tracionados para polos opostos da célula, podendo formar um
cromossomo com duas ou mais copias de um ou mais genes, e outro com delegdes.
As cromatides com cépias multiplas de genes podem fusionar novamente durante a
intérfase, formando um novo cromossomo dicéntrico com aumento no numero de

cbpias daquele gene, o qual é replicado na proxima divisdo celular formando um
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novo ciclo de BFB. Esse mecanismo esta associado com a origem das amplificacbes
génicas e translocagbes complexas (Figura 1.8) (BUNTING; NUSSENZWEIG, 2013).

As translocagbes, em particular aquelas que geram fusdes génicas, séo
consequéncia de DSB e da juncdo da dupla do DNA em diferentes sitios de
cromossomos hdo homologos. Nesses casos, o reparo se da pelas vias endégenas
de NHEJ. Nas células de mamiferos, a via de NHEJ melhor caracterizada é
conhecida como classica e se inicia através da ligacdo de um heterodimero,
composto pelas proteinas Ku70 (também conhecida como XRCC6) e Ku80 (também
conhecida como XRCC5), nas extremidades da fita de DNA quebrada (LIEBER,
2009). Outras moléculas s&o recrutadas para a regido, como a XRCC4 e a DNA
ligase 4, para unir as fitas de DNA. Mutacbes em BRCAL e em genes do grupo de
complementacdo da anemia de Fanconi (FANC), necessérios para a recombinacdo
homologa, predispdem os individuos afetados ao cancer por comprometerem o
reparo ao DNA. Juntos, esses resultados sugerem que quando as vias de reparo
ndo sdo eficientes, a NHEJ pode acelerar o acumulo de mutacdes que levam a
neoplasia (BUNTING; NUSSENZWEIG, 2013).
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1.6. ALTERACOES GENETICAS RARAS NAS LEUCEMIAS MIELOIDES
AGUDAS PEDIATRICAS

Além das translocacoes 1(6;9)(p23;q34)/DEK-NUP214 e
t(5;11)(q35;p15.5)/NUP98-NSD1, mencionadas na atual classificacdo da OMS para
neoplasias mieloides (ARBER et al., 2016), existem outras anormalidades que ndo
estdo incluidas nessa classificacdo, mas sua identificacdo é recomendada por
grupos especialistas internacionais (COENEN et al., 2013; CREUTZIG et al., 2012;
MASETTI et al.,, 2013) e merecem especial atencdo ndo s6 por permitir melhor
caracterizacdo dos pacientes, mas também por definirem grupos de risco
prognastico. Sao elas a t(1;22)(p13;913)/RBM15-MKL1, a
inv(16)(p13.3924.3)/CBFA2T3-GLIS2, associadas principalmente, com as leucemias
megacarioblasticas agudas da infancia, e a t(8;16)(p11;p13)/MYST3-CREBBP,
associada aos casos que apresentam eritrofagocitose ao diagndéstico morfologico
(HAFERLACH et al., 2009; MASETTI et al., 2013).

As translocacdes envolvendo o gene da nucleoporina 98 (NUP98), que
codifica um componente do complexo do poro nuclear, localizado na regido
cromossOmica 11ql5, foram descritas em diversos tipos de malignidades
hematopoéticas, sendo mais comumente associadas as LMAs. Nesses casos, 0S
rearranjos do NUP98 (NUP98-r) estdo relacionadas ao tratamento prévio com
agentes quimioterapicos contendo inibidores da topo-ll (ROMANA et al., 2006), um
mecanismo semelhantes ao associado aos KMT2A-r. Outra similaridade entre essas
duas alteracdes € a relacdo com a ativacdo dos grupos de genes da familia HOX
(HOLLINK et al., 2011; ROOIJ et al., 2013). Os NUP98-r estdo associados com
alteracdes em duas vias oncogénicas: mutacdes de ativagcdo em FLT3 e mutacdes
em fatores de transcricdo criticos para a diferenciacdo hematopoética (CEBPA,
GATAL, RUNX1 e WT1) (FARRAR et al., 2016).

As fusdes envolvendo NUP98 definem um subtipo de LMA, biologicamente
particular e cada fusdo desempenha um papel funcional independente (BISIO et al.,
2016). Mais de 20 genes diferentes ja foram descritos em fusées com NUP98, sendo
os mais frequentes NSD1, HOXC11, PHF23, HOXA9, JARID1A, HOXD13, LEDGF,
DDX10, HHEX, ADD3, NSD3 e LOC348801. Na maioria dos casos, 0s pontos de
guebra ocorrem nos introns 11-13 do gene, mantendo sua regido N-terminal
(revisado em TAKEDA; YASEEN, 2014).
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O gene NUP214, também considerado um gene promiscuo, como 0 KMT2A,
foi a primeira nucleoporina associada com a patogénese de malignidades
hematoldgicas, e participa da maquinaria de transporte entre nucleo e citoplasma,
desempenhando papel em processos celulares importantes, como a mitose e a
transcricdo génica. Seu principal parceiro de fusdo em LMA é representado pelo
gene DEK, que atua no remodelamento da cromatina (CAPELSON; DOUCET;
HETZER, 2010; CHATEL; FAHRENKROG, 2012). Em LMA, a fusdo DEK-NUP214
define um subtipo com basofilia, altos indices de recaida e alta incidéncia de
mutacdes em FLT3 (SANDAHL et al., 2014). Em estudos experimentais em murinos,
a fusdo DEK-NUP214 demonstrou ser de baixo potencial de transformacédo maligna
e necessita um longo periodo de laténcia para a leucemogénese. Essa caracteristica
pode ser justificada pelo fato de que o potencial leucemogénico de DEK-NUP214
esta restrito a uma subpopulacédo pequena de CTH (OANCEA et al., 2010).

O achado de que DEK-NUP214 apresenta efeito iniciador da leucemia a partir
de células muito imaturas, sugere que essa fusao seria, mais provavelmente, um
primeiro evento do que um evento secundario da leucemogénese, mas a real
contribuicdo de DEK-NUP214 para a origem da LMA ainda néo est4 completamente
elucidada (OANCEA et al., 2010).

A leucemia megacarioblastica aguda (LMA-M7 da classificagdo FAB) € um
subtipo raro de LMA diagnosticado em sua maior parte em pacientes com sindrome
de Down, associado a mutagBes sométicas no fator de transcricdo GATALl (ALFORD
et al., 2011; MOURA et al., 2015). Entre os casos ndo sindrémicos, AMKL
representa 10% dos casos de LMA pediatrica e esta relacionada a um progndstico
adverso (SCHWEITZER et al., 2015). A alteracéo t(1;22)(p13;q13), que resulta na
fusdo quimérica RBM15-MKL1 (também conhecida como OTT-MAL) esta restrita aos
pacientes lactentes (<12 meses de idade) com LMA-M7. RBM15 reconhece motivos
de RNA e compde o complexo de spliceossoma (ZHOU et al., 2002) e seu parceiro
MKL1, codifica uma proteina que é ativadora da transcricdo em uma via
independente de RAS-MAPK (CEN et al., 2003).

A partir de analises do sequenciamento do transcriptoma, a translocacgéo
criptica inv(16)(p13.3924.3)/CBFA2T3-GLIS2 foi identificada em 30% dos casos de
AMKL pediatrica, aumentando a capacidade proliferativa em ensaios de unidades
formadoras de colbnias e associada com prognostico adverso (GRUBER et al.,
2012). O gene quimérico CBFA2T3-GLIS2 induz altos niveis de expressdo do

dominio de ligacdo ao DNA de GLIS2 em células hematopoéticas, em conjunto com
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a desregulacéo do alelo normal de CBFA2T3, cujo produto mantém as CTH normais
guiescentes (CHYLA et al., 2008).

As proteinas envolvidas na translocacdo t(8;16)(pl1;p13)/MYST3-CREBBP
apresentam atividade histona acetiltransferase e participam da regulacédo do ciclo
celular (CAMOS et al., 2006; GERVAIS et al., 2008). MYST3 é necessario para auto-
renovacdo das CTH através da regulacdo da expressdo de KIT, MPL e HOXA9
(KATSUMOTO et al., 2006). CREBBP acetila proteinas histonas e nao histonas,
incluindo p53 (GU; ROEDER, 1997) e GATA-1 (BOYES et al., 1998), ativando a
transcricdo de fatores essenciais para a hematopoese, como RUNX1, RARa e PU.1.
A proteina de fusdo MYST3-CREBBP altera a transcricdo dependente de RUNX1 e
inibe a diferenciacdo de células mieloides, desregulando a hematopoese e,
consequentemente, contribuindo para a leucemogénese (KITABAYASHI, 2001).

Em 2009, Haferlach et al. caracterizaram a t(8;16)(p11;p13) como um
subgrupo distinto raro em pacientes adultos com LMA (13/6124; 0,2% dos casos),
com prognéstico adverso, além de apresentar eritrofagocitose na morfologia e
imunofendtipo caracteristico (HAFERLACH et al., 2009). O grupo descreveu que 0S
pacientes adultos com a t(8;16)(p11;p13) compartiiham algumas caracteristicas
clinicas e biolégicas com os casos de LMA com KMT2A-r, como a associacao com
0s subtipos FAB M4/M5 e LMA-t e similaridades nos perfis de expressao génica,
como superexpressao de HOXA (HAFERLACH et al., 2009). Entre os pacientes
pediatricos, a maior frequéncia de casos com essa alteragdo apresenta idade <2
anos. Alguns estudos sugerem a ocorréncia de remissao espontanea, ao passo que
outros demonstram progndstico adverso (CLASSEN et al., 2005; COENEN et al.,
2013; DINULOS et al., 1997; STARK et al., 2004; WONG et al., 2008).
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1.7. ALTERACOES GENETICAS ADICIONAIS AS FUSOES GENICAS
NAS LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS PEDIATRICAS

Mutacbes somaticas em genes que regulam a hematopoese séo frequentes
em pacientes pediatricos com LMA, e a presenca dessas mutacfes tem sido
associada com o desfecho clinico (revisado em CREUTZIG et al., 2012), como
aquelas que acontecem na via RAS-MAPK, incluindo os receptores de membrana e
os efetores da via (Figura 1.9; FARRAR et al., 2016).

O gene FLT3 esta localizado na regido 1312 e codifica um receptor tirosina-
quinase (RTK) classe Ill. Essa familia de receptores de membrana contém dominios
extracelulares tipo imunoglobulina, um dominio transmembrana, um dominio
justamembrana e dois dominios tirosina-quinase (DTK) intracelulares. O FLT3 é
expresso em células hematopoéticas imaturas e, junto com o seu ligante, é
importante para o desenvolvimento normal das CTH e o sistema imune (revisado em
GILLILAND; GRIFFIN, 2002). As principais alteracbes em FLT3 sdo do tipo
duplicacbes em tandem (DITs) no dominio justamembrana e mutacées pontuais ou
pequenas delecdes/insercdes afetando os cédons 835 no residuo de acido aspartico
(Asp835 ou D835) ou 836 no residuo de isoleucina (11e836 ou 1836) no DTK (NAKAO
et al., 1996; YAMAMOTO et al., 2001). As DITs sao formadas quando um fragmento
da sequéncia codificante do dominio justamembrana € duplicado e inserido numa
orientacdo direta, variando entre 3 a 2400pb, e o ordem de leitura do transcrito em
geral é preservada (SCHNITTGER et al., 2002).

O gene KIT codifica a proteina KIT (ou CD117 com peso molecular de
145kDa), que € um receptor de citocinas expresso na superficie da CTH. KIT € um
RTK classe Ill, como FLT3 e, quando estimulado, leva a ativacdo de vias de
sinalizacdo associadas a divisdo celular, diferenciacdo, adesao, secrecao,
sobrevivéncia e reorganizacao do citoesqueleto, como a via PI3K, JAK/STAT e RAS-
MAPK (LIU et al., 2007; WANDZIOCH et al., 2004). A ativacdo de KIT dependente
de ligante leva a rapida ativacdo de quinases da familia Src (SKF), responsaveis
pela sobrevivéncia, quimiotaxia, adesdo, proliferacgdo e migracdo celular
(LENNARTSSON et al., 2004). Mutagcbes em KIT sao, em geral, pouco frequentes
nas LMAs, ocorrendo em 6-9% dos casos (BALGOBIND et al.,, 2011; ZAKER;
MOHAMMADZADEH; MOHAMMADI, 2010) mas, sao prevalentes nos casos de LMA
com alteracdes no complexo de transcricdo CBF (28-40% dos casos). As mutacoes

mais frequentes envolvem a substituicdo do residuo de acido aspartico na posicao
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816, codon 17 (BALGOBIND et al., 2011; KELLY; GILLILAND, 2002), e levam a
ativacdo constitutiva do receptor (TURNER et al., 1995). Mutacdes de delecdes e
insercbes no éxon 8 também sado frequentes e afetam os dominios imunoglobulina,
se manifestando como hiperativacdo do receptor na presenca do ligante (KOHL et
al., 2005).

Os genes RAS incluem KRAS (na regido 12p12.1), NRAS (1p13.2) e HRAS
(11p15.5), codificam proteinas com alta afinidade por nucleotideos contendo
guanina, em geral, representados pela guanosina di- ou tri-fosfato (GDP ou GTP,
respectivamente), e apresentam capacidade de hidrolise desses nucleotideos. Essa
funcdo encontra-se extremamente reduzida quando ocorre uma mutacdo em
determinadas regides de, pelo menos, um dos alelos de RAS (revisado em
MALUMBRES; BARBACID, 2003). Os principais pontos de mutacdo nos genes RAS
levam a troca dos aminoéacidos glicina no cédon 12 (G12) e glicina no cédon 13
(G13) (ADJEI, 2001; SCHUBBERT; SHANNON; BOLLAG, 2007).

Por ultimo, mutacées em PTPN11 (Figura 1.9) encontradas, principalmente,
nos pacientes com sindrome de Noonan e/ou na leucemia mielomonocitica juvenil
(LMMJ), sdo descritas em 5-21% dos casos de LMA pediatrica, mas seu valor
prognoéstico permanece indefinido. Mutacdes nos éxons 3 e 8 do gene sdo
identificadas nas leucemias, sendo as que acontecem no éxon 3 as mais frequentes
nas LMAs. Essas alteragcbes aumentam a atividade catalitica de SHP-2, codificada
por PTPN11, por diminuirem a interacéo entre os dominios inibitérios da proteina, a
mantendo em seu estado ativo com consequente perda dos mecanismos de controle
de proliferacdo celular (LOH et al., 2004; TARTAGLIA, 2004).
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Figura 1.9. Via de sinalizacdo RAS-MAPK. Por meio de um ligante, o receptor tirosina
quinase (RTK) se dimeriza e se autofosforila, ativando moléculas adaptadoras [que incluem
a proteina que contém o dominio de homologia Src 2 (SHC), a proteina tirosina fosfatase 2
gue contém o dominio de homologia Src 2 (SHP2) e a proteina ligada ao receptor para fator
de crescimento (GRB2)] e estimulando fatores de troca de nucleotideos guanosina (como
SOS1). SOS1 deixa as proteinas RAS (K-, N-, H-RAS) no seu estado ativo, ligado a GTP
(RAS-GTP). RAS-GTP interage com proteinas efetoras, até que a sinalizagdo chegue ao
nacleo com interacdo de compentes celulares para a regulacdo de genes envolvidos na
progressao do ciclo celular, diferenciacdo, motilidade, apoptose e senescéncia. O fim da
cascata de sinalizagcéo se da pela hidrolise intrinseca de RAS-GTP [acelerada por proteinas
ativadoras de GTPases (como NF1). GTP, guanosina trifosfato; GDP, guanosina difosfato
(modificado de TIDYMAN; RAUEN, 2009).
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1.7. A ORIGEM DAS ALTERACOES GENETICAS FUNDADORAS NAS
LEUCEMIAS MELOIDES AGUDA PEDIATRICAS

Com o melhor entendimento dos mecanismos de leucemogénese e o
detalhamento das complexas vias celulares que se tornam aberrantes para a
transformacao neoplasica, fica claro que, apesar de sua origem mieloide comum, a
grande diversidade genética das LMAs exige estratégias especificas para alcancar
altas taxas de cura a longo prazo. A identificacdo de alteracdes somaticas na LMA
do adulto revelou vias moleculares que contribuem para a progressao e
desenvolvimento da doenca, muitas delas, ainda, sem significado prognadstico.
Historicamente, o manejo de pacientes pediatricos se baseou em dados de estudos
com LMA em adultos, em parte devido ao maior niumero de casos incluidos em
estudos clinicos e o pressuposto de que a biologia da LMA seria similar (FARRAR et
al., 2016). Apesar disso, o perfil molecular da LMA nas diferentes faixas etarias
discrimina doencas com alteracdes idade-dependentes (Figura 1.10) (SCHUBACK;
ARCECI; MESHINCHI, 2013).
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Figura 1.10. Linha do tempo com as principais fusdes génicas da LMA pediatrica de acordo
com aidade. A, anos; m, meses.

Estudos observacionais, epidemiolégicos e experimentos in vitro
demonstraram que poucos fatores de risco foram, conclusivamente, determinados
para a LMA pediatrica, mas sabe-se que seu desenvolvimento esta associado a

fatores como radiacdo ionizante e sindromes genéticas congénitas (sindrome de
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Down, neurofibromatose, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, entre outras), que
juntos explicam a ocorréncia de menos de 10% dos casos (revisado em WIEMELS,
2012).

Os perfis moleculares dos subclones podem ser usados para determinar o
momento de origem das alteracdes somaticas e podem ser associadas ao periodo
de ocorréncia desses eventos na histéria natural da doenca. A maioria das
alteracbes genéticas observadas nos primeiros anos de vida dos casos de LMA
parece ter se iniciado durante a vida intrauterina, incluindo KMT2A-r, RUNX1-
RUNX1T1, CBFS-MYH11 e PML-RARa (FORD et al.,, 1993; GALE et al., 1997;
GREAVES; WIEMELS, 2003; HUNGER et al., 1998). Essas evidéncias se tornaram
possiveis através da andlise do material genético de criangas com leucemia aguda,
disponivel nos cartdes de filtro com sangue do teste do pezinho realizado em recém-
nascidos para deteccdo de doencas genéticas (MCHALE et al., 2003; WIEMELS et
al., 2002). A andlise combinada das amostras de diagnostico e de cartdes de filtro de
12 pacientes com LMA e RUNX1-RUNX1T1 detectou a presenca da fusdo génica
em 50% das amostras do cartdo de filtro, demonstrando que essa alteracdo estava
presente ao nascimento da crianca e, portanto, se originaram no periodo intrauterino
durante a hematopoese fetal. Entre esses pacientes, a idade mais avancada de
apresentacao da doenca foi de 12 anos (WIEMELS et al., 2002).

O estudo de leucemias concordantes em gémeos idénticos também fornece
uma oportunidade Unica para a identificacdo do momento de origem, da historia
natural e da genética molecular das leucemias pediatricas em geral (GREAVES et
al., 2003), uma vez que essa concordancia revela mutagées génicas dominantes e
com grande potencial de transformacédo. A premissa de que gémeos monozigoticos
compartilham, mais provavelmente que gémeos fraternos, 0 mesmo ambiente pré e
pos-natal, sugere que essas caracteristicas influenciem o risco subsequente para o
desenvolvimento da doenca. Eventos pds-natais estocasticos ou influenciados pela
exposicdo ambiental podem ser necessarios para a leucemogénese em gémeos que
apresentam discordancia da doenca e nas demais criangas.

Uma vez que a taxa de concordancia entre leucemia em gémeos €, de fato,
mais alta que aquela esperada ao acaso, essa taxa pode estar relacionada a fatores
genéticos herdados, compartilhados ou inerentes a susceptibilidade de cada
individuo (GREAVES et al., 2003). Em 1962, Wolman sugeriu que a doenca possa
ter se originado em um dos gémeos no ambiente intrauterino e ter sido transmitida

ao segundo gémeo através de uma circulacdo conjunta (WOLMAN, 1962). Clarkson
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e Boyse sugeriram que essa explicacdo monoclonal pré-natal poderia ser
comprovada pela identificacdo de anormalidades citogenéticas compartilhadas e néo
constitutivas das células leucémicas no par de gémeos (CLARKSON, 1971). Uma
clonalidade comum pode ser demonstrada a partir de marcadores singulares, por
exemplo, a partir da descricdo das regides de quebra que ocorrem em regidoes
intrénicas especificas nos genes envolvidos nas transloca¢des cromossdémicas, que
podem variar de poucos pares de bases (pb) a mais de 100 kilobases (kb). Essas
regides sdo Unicas em cada paciente e funcionam como um marcador estavel e
exclusivo do clone leucémico, bem como um teste preciso nos pares de gémeos que
desenvolveram leucemia (GREAVES et al., 2003).

Determinadas alteragBes genéticas identificadas revelaram-se insuficientes
para levar ao desenvolvimento da leucemia quando avaliadas isoladamente. Além
disso, a frequéncia de lesdes clonais pré-malignas € maior que a incidéncia da
doenca, indicando que os clones leucémicos podem apresentar longos periodos de
dorméncia ou serem eliminados. Estudos utilizando sangue de corddo umbilical
coletados para transplantes indicaram que essas alteracfes podem ocorrer em uma
taxa de pelo menos 1% na populacdo em geral (MORI et al., 2002). Esses
resultados sugerem gque uma significante proporcao da populagéo transporta clones
pré-leucémicos e a grande maioria desses clones apresenta proliferacdo limitada,
sdo deletados e ndo sdo, necessariamente, sinbnimos do desenvolvimento da
doenca.

A etapa critica para a origem da leucemia possivelmente ocorre durante a
infancia (apds o0 nascimento) e aquela alteragdo genética iniciadora ndo resulta em
um diagnastico inevitavel de leucemia (WIEMELS, 2012). Portanto, especula-se que
o desenvolvimento das leucemias agudas pediatricas possa ser o reflexo de eventos
ao acaso e ainda, da interacdo genético-ambiental que interfere nas vias de
proliferacdo, diferenciacdo, reparo cromossémico e apoptose das células pré-
leucémicas. Além disso, evidéncias crescentes sugerem que componentes
extrinsecos mediados pelo microambiente medular desempenham papel importante
na sobrevivéncia e na resisténcia das células-tronco com potencial leucemogénico.
Em paralelo a eventos de transformac&o maligna no sistema hematopoético, o nicho
€ convertido em um microambiente com sinais dominantes que favorecem a
proliferacao e o crescimento celular (revisado em KONOPLEVA; JORDAN, 2011) .

A origem precisa das translocagbes na hierarquia das CTH é dificil de

determinar, uma vez que o impacto funcional dessas alteracées na expanséao clonal
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pode ocorrer apés seu momento de origem. Os produtos envolvidos na
transformacdo leucémica s&o dependentes do contexto celular e apresentam
impacto variado na proliferacdo e diferenciacdo das células originadas a partir
daquela que inicialmente apresentou a alteracdo (BARR, 1998). A célula alterada
deve ser permissiva a expansao do produto da translocacdo, possibilitando o
estabelecimento de uma via de sinalizac&o intracelular capaz de manter a vantagem
clonal e ndo a sua eliminacdo. A associacdo evidente entre uma translocacéo
cromossbmica com determinadas caracteristicas leucémicas parece refletir a
especificidade da alteracdo na selecdo clonal (GREAVES; WIEMELS, 2003) e,
consequentemente, nos subtipos de LMA e no impacto na resposta ao tratamento,
como marcadores prognosticos independentes com influéncia na escolha da terapia
(RUBNITZ, 2012).

Apesar disso, em comparacdo com a LMA do adulto, é dificil especular se a
LMA pediatrica segue o mesmo acumulo gradual de mutac6es que leva ao inicio da
doenca. Além de raras, ainda existem poucas evidéncias de que a ocorréncia de
mutacBes em reguladores epigenéticos ocorrem durante a vida intrauterina. Sabe-se
gue essas alteracdes sdo somaticas e associadas com as leucemias agudas (LIANG
et al., 2013). Evidéncias de que a origem das translocacfes cromossdmicas pode
ser intrauterina e adquirida em uma CTH fetal indicam que diferentes mecanismos
de patogénese estdo associados. JA na LMA do adulto, na qual existe pouca
evidéncia de uma origem fetal, € mais provavel que a hematopoese clonal que se
origina do acumulo de mutacbes soméaticas em subclones ao longo da vida do
individuo apresente maior impacto para a origem da doenca (CHAUDHURY et al.,
2015).

A descricdo da natureza, do momento de origem das translocacfes
cromossbmicas e a necessidade de alteracdes genéticas adicionais apresentam
implicagcbes no desenho e interpretacdo de estudos epidemiolégico-moleculares
causais. Para as LMAs pediatricas, essas observacdes ressaltam a importancia da
exposicédo in utero durante a hematopoese fetal e a exposicao pds-natal na etiologia
da doenca (GREAVES; WIEMELS, 2003) .
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2. JUSTIFICATIVA

Ao longo da vida do individuo, lesGes genéticas sdo adquiridas como um
reflexo de erros nos processos de reparo do DNA ou associados a exposicao
genotodxica, contribuindo para a vantagem seletiva na proliferagcdo celular
(VOGELSTEIN et al., 2013). A exposi¢do continuada aos carcinégenos ambientais
induz a origem de lesbes adicionais influenciando o risco de desenvolvimento de
uma neoplasia diagnosticavel e complexa.

Eventos mutagénicos que ocorrem durante a vida intrauterina contribuem
para o aparecimento da doenca em idade tdo precoce. Nesse sentido, nos ja
demonstramos associacoes de risco elevadas entre as leucemias de lactentes e a
exposicao materna durante a gestacdo a substancias com acoes inibidoras da DNA
topo Il, como estrogenos, quinolonas, pesticidas e dipirona (revisado em POMBO-
DE-OLIVEIRA et al, 2016). Demonstramos também o risco aumentado de
desenvolvimento da leucemia em lactentes modulada por interagdes entre a
predisposicdo herdada em nivel genético (polimorfismos), mutacées adquiridas
(genes K/N-RAS) e exposicdo a agentes causadores de dano ao DNA (substancias
quimicas presentes no cigarro) (ANDRADE et al., 2014).

O foco principal desse trabalho foi investigar as alteracdes genéticas que
participam do desenvolvimento e da diferenciacdo de células progenitoras mieloides
e sdo importantes para a estratificacdo de risco. A proposta de avaliar a frequéncia
das alteracBes genéticas permite a identificacdo de fatores progndsticos na LMA
pediatrica, uma vez que essas alteracdes estdo associadas a determinantes de
resposta terapéutica. Mais que isso, buscamos caracterizar grupos genéticos
especiais, definidos pelas alteracdes moleculares recorrentes com baixa frequéncia
(<2%) e casos considerados raros, como pacientes com irmao gemelar que nos
possibilita estudar as variantes genéticas germinativas associadas com a etiologia
da doenca. O maior conhecimento dos marcadores genéticos da LMA pediatrica
permitird a implemetagéo de estratégias de prevencao e tratamento mais eficazes.
Além disso, a abordagem molecular permite a implementacdo de um algoritmo de

testes, parte da Rede Multicéntrica de Estudo das Leucemias Agudas.
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3. OBJETIVOS

Principais:

Caracterizar as LMA pediatricas de acordo com as alteracées moleculares e
testar as associagdes de risco com a sobrevida global;
Investigar a genémica da LPA e identificar as principais variantes genéticas

germinativas associadas a leucemogénese.

Secundarios:

Explorar a associacao entre as alteracdes tipo | (FLT3, KIT, KRAS, NRAS e
PTPN11) e tipo Il (RUNX1-RUNX1T1, CBFAF-MYH11, PML-RARa e KMT2A-r)
nas LMAs pediatricas e verificar sua associagcdo com dados clinico-
demograficos (idade e sobrevida global);

Identificar as fusdes génicas MYST3-CREBBP, DEK-NUP214, RBM15-MKL1
e CBFA2T3-GLIS2, bem como os rearranjos envolvendo NUP98, e
estabelecer a prevaléncia dessas alteracdes de acordo com a faixa etaria ao
diagndstico;

Descrever o perfil gendmico de mutacdes das LPAs pediatricas e as variantes

germinativas patogénicas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo multicéntrico de uma série historica de LMA pediatrica.
Essa coorte foi estabelecida no Programa de Hematologia-Oncologia Pediétrico,
Centro de Pesquisa, INCA, a partir de janeiro de 2000 com o objetivo de
caracterizacdo diagnostica e/ou pesquisa, conforme representado Figura 4.1. O
diagnostico inicial da leucemia foi esbelecido por analise morfolégica e
imunofenotipica, que permitiu a definicdo do grupo de LPA para analises especificas
para a fusdo PML-RARa. Nos demais subtipos, foi realizada a pesquisa de RUNX1-
RUNX1T1, CBFA-MYH11 e KMT2A-r. Nos casos que ndo apresentavam essas
alteracdes, foi realizada a pesquisa de MYST3-CREBBP, DEK-NUP214, RBM15-
MKL1 e CBFA2T3-GLIS2. Em todos os casos, foi realizada a pesquisa de mutacdes
na via de sinalizacdo MAPK. Em seguida, foi calculado o valor preditivo de ébito das
variaveis do modelo nas andlises de sobrevida global. A coorte de pacientes com
idade < 2 anos foi descrita separadamente. As amostras foram enviadas de diversos
centros de tratamentos oncopediatricos representativos das regides geograficas
brasileiras (ANDRADE et al., 2016b; em anexo). Informacdes clinicas e
demograficas foram enviadas através de uma ficha de encaminhamento preenchida

no sistema online (https://imunomolecular.inca.gov.br) representada no Anexo A.
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LMA (idade < 19 anos)
INCA, 2000-2017 Critérios de exclusdo:

pacientes com
sindrome de Down

‘ LMA de novo ‘
| LPA |
‘ RUNX1-RUNX1T1, CBFZ-MYH11, KMT2A-r | ‘ Andlises descritivas |
‘ PML-RARa | Caracterizagao
molecular
DEK-NUP214, NUP98-r, MYST3-CREBBP
RBM15-MKL1, CBFA2T3-GLIS2 Analises de sobrevida

global
‘ FLT3, NRAS, KRAS, PTPN11, KIT ‘

LMA de lactentes
(idade < 2 anos)

I

‘ Predisposicdo genética

Figura 4.1. Desenho do estudo. LMA, leucemia mieloide aguda; LPA, leucemia

promielocitica aguda.

Entre os casos de LPA, foi selecionado um paciente do sexo masculino,
diagnosticado em Salvador/Bahia, aos 16 anos de idade, que apresentava irméo
gemelar para a identificacdo de variantes germinativas (predisposicdo genética)
associadas com o desenvolvimento da doenca. Para isso, foi realizado o WES nas
amostras de diagnoéstico, remissdo e de seu irmdo gémeo. O paciente apresentava
leucometria e contagem de plaquetas ao diagnéstico de 1,4x10%L e 58x10°/L,

respectivamente.

4.2. CASUISTICA

Foram incluidas amostras de pacientes com idade <19 anos, com diagnostico
de LMA de novo com pelo menos 20% de blastos na MO ao diagndstico. Os critérios
para classificagcdo dos subtipos de LMA foram aplicados através da integracdo de
aspectos morfologicos, imunofenotipicos e citogenético-moleculares, de acordo com
as recomendacdes da OMS (ARBER et al., 2016; VARDIMAN et al., 2009). Foram

excluidos os pacientes com sindrome de Down.
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4.2.1. Etica em pesquisa

A autorizacdo para a utilizacdo das amostras nas pesquisas foi solicitada ao
responsavel legal da crianca pelo médico local, ap6s aprovacdo do projeto em
18/02/2013 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INCA, sob o nimero de
protocolo #186.688, no projeto intitulado “Alteracbes imuno-moleculares nas
leucemias mieldides agudas pediatricas: interacdo entre mutacdes somaticas e
fatores de risco etiopatologicos”. A cépia da carta de aprovagao do CEP se encontra

no Anexo B.

4.2.2. Tratamento

Os pacientes ndo foram incluidos em um estudo clinico controlado, mas
receberam um tratamento homogéneo seguindo as diretrizes internacionais
consenso para o tratamento de LMA pediatrica. A partir de 2008, as amostras
encaminhadas para o estudo foram obtidas de pacientes que receberam o protocolo
de tratamento BFM-2004. Nesse periodo, as estratégias terapéuticas seguiram
regimes de inducdo com citarabina, idarubicina e etoposideo (BITTENCOURT et al.,
2016; PAGNANO et al., 2014).
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4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Algoritmo de testes para a caracterizagdo molecular das
leucemias mieloides agudas pediéatricas

As amostras de MO e SP foram, inicialmente, avaliadas morfologicamente. A
analise morfologica foi realizada apos coloracdo convencional utilizando-se May-
Grinwald-Giemsa. As amostras foram direcionadas para o diagnéstico
imunofenotipico e, para isso, incubadas com anticorpos monoclonais (AcMo)
conjugados para antigenos celulares de superficie e intracelulares. Inicialmente, foi
feito um painel de triagem para estabelecer a linhagem dos blastos com os AcMo,
incluindo MPO intracitoplasmatico, CD79a intracitoplasmatico, CD45, CD19, CD34,
CD3 intracitoplasmatico. Em seguida, foram usados AcMO direcionados para
antigenos de membrana especificos de linhagem e maturacédo celular, sendo eles
anti-MPO, HLA-DR, CD13, CD11lb, CD14, CD15, CD33, CD36, CD41, CDA42b,
CD64, CD117 e CD235a.

Apdés o diagnéstico imunofenotipico, as amostras seguiram para a
caracterizacdo molecular dos subtipos. Para tal, foram realizadas as técnicas de RT-
PCR, FISH e PCR seguido por sequenciamento de Sanger para a identificacdo das

alteracdes moleculares objeto desse estudo, conforme descrito na Figura 4.2.

Nucleos KMT2A-r, NUP98-r,
interfasicos/ MYST3-CREBBP, —_—
DEK-NUP214, PML-RARc,

metafasicos
RUNX1-RUNX1T1, CBF3-MYH11

KMT2A-r, MYST3-CREBBP,
NUP98-NSD1, NUP98-HOXD13, »  RT-PCR
RNA/CDNA | punx1-RUNX1TL, CBFA-MYH11,
PML-RARa, RBM15-MKL1,
CBFA2T3-GLIS2

PCR/sequenciamento Sanger
FLT3 : c6don 835 (D835) e éxons 11/12 (ITD)
KIT: éxons 8/17
NRAS/KRAS: éxon 1 (cédons 12/13)
PTPN11: éxon 3

DNA Mutagdes em genes da via RAS 1

Figura 4.2. Testes realizados para a identificacdo das fusdes génicas e mutagdes pontuais
nos casos de LMA pediatrica. FISH, hibridizacdo in situ por fluorescéncia; RT-PCR,
transcricao reversa seguida por PCR.
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4.3.2. Purificacdo do RNA e sintese do DNA complementar

O material coletado em acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foi processado
de maneira a se obter 1x10°8 células/mL que foram, posteriormente, armazenadas
em Trizol™ (Invitrogen, CA, USA) a -20°C, ou em dimetilsulféxido (DMSO) a -80°C
para extracdo do material genético e pesquisa das alteracdes cromossémicas
recorrentes.

A purificacdo do acido ribonucleico (RNA) foi realizada através do ensaio
comercial Trizol™ (Invitrogen, CA, USA), conforme protocolo padrao estabelecido
pelo fabricante. Apos a extracéo, o RNA foi quantificado em um espectrofotdmetro
(NanoDrop1000, Wilmington, DE, USA), avaliando-se a absorbancia a 260nm, e
foram geradas as quantificacfes através do programa ND-1000 que acompanha o
aparelho. Para cada 3ug de RNA, foram usados 0,8ul da enzima DNAse na sintese
do &cido desoxiribonucleico complementar (cDNA) (1U/ul; Promega, Madison, WI,
USA). Apos incubacdo a temperatura ambiente por 15 min, foi adicionado 1uL de
EDTA (25mM) e a solucéo foi incubada a 65°C por 15 min. ApGs esse periodo, as
amostras foram resfriadas a -20°C por 1 min. Foi adicionado 1uL de
oligonucleotideos ricos em timina (Oligo dT, 10uM) e as amostras foram incubadas a
70 °C por 10 min. ApGs essa etapa, a solucdo foi resfriada a -20°C por 5 min. A
etapa final de sintese de cDNA foi realizada utlizando-se 1uL da enzima
transcriptase reversa (5U/mL, Invitrogen, CA, USA), tampé&o 2x (50mM KCI; 20nM
Tris-HCI, pH 8,4) (Invitrogen, CA, USA), cloreto de magnésio (MgCl2) a 2,4mM
(Invitrogen, CA, USA) e oligonucleotideos dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Invitrogen,
CA, USA) a 0,2mM, resultando em um volume final de 20uL. A solucédo foi incubada
a 25°C por 5 min, seguida de incubacdo a 42°C por 60 min e, posteriormente,
incubacéo a 70°C por 10 min. Ao final da reacdo, adicionou-se 30 uL de agua tratada
com o reagente dietil pirocarbonato.

A integridade dos cDNAs foi verificada através da amplificacdo do gene
constitutivo gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) por PCR. Para essa
reacao, 3,5uL do cDNA recém-sintetizado foram adicionados a uma solucao final de
20uL com as seguintes guantidades: iniciadores (senso 5-
TGACCCCTTCATTGACCTCA-3 e antisenso 5-AGTCCTTCCACGATACCAAA-3’) a
0,2uM; dATP, dTTP, dCTP e dGTP a 0,2mM; solucdo tampéao 1x (50mM KCI; 20nM
Tris-HCI, pH 8,4) (Invitrogen, CA, USA), MgClz a 2,5mM (Invitrogen, CA, USA) e 1U
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de Tag-polimerase (Taq DNA Polymerase; Invitrogen, CA, USA). A reacdo de RT-
PCR foi realizada em um termociclador PCR-System 9700 (Geneamp®, Applied
Biosystems, CA, USA), onde os perfis térmicos da reacdo seguiram as seguintes
condicBes: etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 1 min, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 seg, temperatura e tempo de anelamento de 60°C por
30 seg, extensdo a 72°C por 45 seg. Depois de amplificados, os produtos de PCR
foram visualizados através de gel de agarose 1,5% corado com GelRed™ (Biotium,

CA, USA) e, posteriormente, visualizados em luz ultravioleta.

4.3.3. Purificagado de DNA

O DNA foi obtido a partir de leucdécitos através do ensaio comercial DNA
Blood Mini kit (Qiagen, CA, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e/ou
apos obtencdo do RNA, utilizando-se o reagente comercial Trizol™ (Invitrogen, CA,
USA) conforme o protocolo padrdo estabelecido pelo fabricante. Posteriormente, o
DNA foi quantificado através do espectrofotometro (NanoDrop 1000, Wilmington, DE,
USA), com a absorbancia a 260nm, e foram geradas as quantificacbes pelo
programa ND-1000 que acompanha o aparelho. O material foi utilizado para a
identificacdo das mutacdes em genes da via de sinalizagdo RAS-MAPK (FLT3, KIT,
KRAS, NRAS, PTPN11).

Para os ensaios de NGS, possiveis contaminantes residuais resultantes da
extracdo do DNA armazenado em Trizol (Invitrogen, CA, USA) foram retirados
através da purificacdo do material genético com o QlAamp DNA Micro kit (Qiagen,

CA, USA), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

4.3.4. Hibridizacao in situ por fluorescéncia

Apoés separacdo e direcionamento das amostras para diagnostico morfolégico
e imunofenotipico, 5x10° células do aspirado de MO em heparina foram incubadas
por 24 horas (37°C, 5% de CO2) com 4 mL de meio de cultura (desenvolvido pelo
Instituto Roswell Park Memorial, RPMI, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 1 mL
de soro fetal bovino (SFB; Invitrogen, CA, USA). Ao término do periodo de

incubacéo, 25 uL de colchicina (Demecolcine solution, 10 ug/mL; Sigma Aldrich, MO,
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USA) foram adicionados a solucdo e as amostras foram incubadas por mais 1 h
(37°C, 5% de COz2). Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 5 min a
1500 rotagdes por minuto (rpm). O sobrenadante foi retirado e foram adicionados 5
mL da solucédo de cloreto de potassio (KCIl) a 0,075 M (Merck KGaA, Darmstadt,
DE). Os tubos foram, posteriormente, incubados a 37°C por 17 min e, novamente
centrifugados por 5 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e foram
gotejados, aos poucos, 5 mL da solugéo fixadora [solugdo de Carnoy (3 metanol:1
acido acético); Sigma Aldrich, MO, USA]. As amostras “descansaram” por 20 min a
4°C e seguiram-se pelo menos trés etapas de centrifugacédo por 5 min a 1500 rpm,
retirada do sobrenadante e adicado de 5 mL de fixador.

Para as analises retrospectivas, células congeladas em DMSO (-80°C) foram
descongeladas rapidamente, ressuspendidas em 10 mL de meio de cultura (RPMI,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e centrifugadas por 5 min a 1500 rpm. Apos
essa etapa, retirou-se o sobrenadante e as amostras foram ressuspendidas em 5 mL
de solugéao de Carnoy. As amostras foram incubadas por 20 min a 4°C e seguiram-
se trés centrifugacdes por 5 min a 1500 rpm, retirada do sobrenadante e adi¢cdo de 5
mL de fixador. As laminas foram preparadas gotejando-se cerca de 10 uL da
amostra fixada e, posteriormente, direcionadas para a técnica de FISH, com sondas
especificas.

A andlise das laminas foi realizada em microscopio Olympus BX41
TR/URA/DP2 equipado com lampada de HBO 100 W. Para visualizagdo da
passagem de luz das sondas e contra coloracdo, foram utilizados os filtros nos
espectros DAPI, FITC e TEXAS RED. Foram analisados, no minimo, 100 nucleos e
os casos foram considerados positivos quando apresentaram padrdo positivo em
>3% dos nucleos (desvio padrao de +3%).

4.3.5. Identificagcdo das alteracbes diretoras representadas pelas
fusdes génicas
A técnica de FISH foi utilizada para a identificacdo das alteragées PML-RAR¢,
RUNX1-RUNX1T1, CBFp-MYH11l, MYST3-CREBBP, DEK-NUP214, KMT2A-r e
NUP98-r, com as sondas descritas no Anexo C.
Existem duas abordagens principais para os desenhos de sondas de FISH:
sinal de fuséo (fusion signal) e sinal de separacdo no gene para deteccdo das

translocacdes cromossOmicas (split signal ou breakapart). Para esses padrdes,
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utilizam-se sondas que, geralmente, sdo marcadas com fluorocromos nas cores
primarias (por exemplo, verde e vermelho) (BURG et al., 2004; WOLFF et al., 2007)
gue flanqueiam as regibes de ponto de quebra dos genes envolvidos na
translocacao ou rearranjo.

Para o padréo de sinal de fusdo, em casos sem aberracdes cromossdmicas,
dois sinais vermelhos e dois sinais verdes sdo observados. Na presenca da
translocacdo, um sinal vermelho e um verde serdo justapostos, originando um sinal
colocalizado, que pode aparecer, ainda, como um sinal amarelo. Mais dois sinais
separados sao visiveis, um verde e um vermelho, dos cromossomos ndo afetados
(Figura 4.4). As sondas comerciais utilizadas para a deteccdo das fusdes génicas
PML-RAR¢«a, RUNX1-RUNX1T1, CBFp-MYH11, MYST3-CREBBP e DEK-NUP214
possuem o padrdao de dupla fusdo, que permite a deteccdo da translocacao
balanceada, através da presenca de dois sinais de fusdo (translocacao reciproca)
adicional a um sinal verde e um vermelho, referentes aos cromossomos n&o

alterados.

Sinal de dupla fusdo Padrao normal Padrao alterado

Gene A
ber
Gene B
= ber = Gene A
Gene A

Gene B

Figura 4.4. Padréo de sondas de dupla fusédo utilizadas no FISH para a identificagdo de
fusbes génicas. A. Duas sondas marcadas com fluorocromos diferentes flanqueiam as
regides de ponto de quebra dos dois genes envolvidos na translocacdo. Para o padrdo
normal, sdo esperados dois sinais verdes e dois sinais vermelhos. Na presenca de
translocagéo, espera-se observar dois sinais vermelhos e dois sinais verdes justapostos,
originando dois sinais colocalizados. Mais dois sinais separados sao visiveis, um verde e um
vermelho, referentes aos cromossomos ndo envolvidos. As imagens representam nucleos
interfasicos com a marcacado de sondas para a identificacdo de PML-RAR« (autoria propria).
bcr, breakpoint cluster region. (Modificado de BURG et al., 2004).

O segundo tipo de sonda avalia o sinal de quebra no gene, onde as duas
sondas marcadas estéo localizadas em apenas um dos dois genes envolvidos (gene
alvo), posicionadas em lados opostos da regido do ponto de quebra do gene alvo
(Figura 4.5). Esse padrédo de sonda foi utilizado para a identificacdo de KMT2A-r e

NUP98-r. Na auséncia da translocacéo, dois sinais colocalizados estardo presentes.
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A translocacado sera vista na presenca de um sinal colocalizado (que pode ser visto
em amarelo), correspondente ao cromossomo nao alterado, adicional a um sinal
verde e um sinal vermelho separados, referentes ao cromossomo que sofreu a

translocacao/quebra (Figura 4.5).

Sinal de separagdo Padrdo normal Padrdo alterado

;o

Gene A5’

Gene A

" ber

Gene A5’
. A 2 Gene A 3

Gene A3

Figura 4.5. Padréo de sondas do FISH para a identificacdo de quebras no gene alvo. A.
Duas sondas marcadas com fluorocromos diferentes delimitam a regido do ponto de quebra
(bcr). Na auséncia da translocacdo (padrdo normal), sdo esperados dois sinais
colocalizados. Na presenca de translocacdo, espera-se um sinal colocalizado,
correspondente ao cromossomo nao alterado, adicional a um sinal verde e um sinal
vermelho separados, referentes ao cromossomo que sofreu a translocagdo/quebra. As
imagens representam nucleos interfasicos com a marcagdo de sondas para a identificagéo
de rearranjos nos genes KMT2A (autoria propria). bcr, breakpoint cluster region. (Modificado
de BURG et al., 2004).

Uma vez que para a maioria das fusbes génicas os pontos de quebra estao
espalhados por regides de pelo menos 10kb no DNA, sua amplificagcdo por PCR
convencional é dificultada (VAN DONGEN et al., 1999). Por isso, para a identificacédo
dos transcritos de fusdo e confirmacéo das alteracfes encontradas nas andlises de

FISH, foi realizada a técnica de RT-PCR, descrita a seguir.

KMT2A-r. Para a definicdo do status do KMT2A, inicialmente, foi realizada a técnica
de FISH seguindo os protocolos do fabricante (Anexo D). Para a deteccdo dos
parceiros de fusdo mais frequentes, incluindo os genes MLLT3, MLLT10, MLLT4,
AFF1, MLLT1 (ENL) e a duplicacéo parcial in tandem (PTD) do KMT2A, foi utilizada
a técnica de RT-PCR, através de iniciadores abrangendo as diferentes regides de
guebra do gene (multiplex) (BURMEISTER et al., 2015). Nos casos em que nao foi
possivel a identificacdo do parceiro de fusdo do KMT2A e para identificar a regido
BCR no gene KMT2A, foi realizada a técnica de PCR invertido de longa distancia
(LDI-PCR) em colaboragédo com o Dr. Claus Meyer, do Diagnostic Center of Acute
Leukemia, Goethe-University of Frankfurt, Alemanha, que permitiu a identificacéo de
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parceiros de fuséo raros e sequéncias de fusdo especificas (MEYER et al., 2004,
2017).

RUNX1-RUNX1T1 e CBFA-MYH11. Para a identificacdo da presenca das fusdes
génicas RUNX1-RUNX1T1 e CBFfA-MYHL11, foram realizadas as técnicas de RT-
PCR, de acordo com o descrito por (VAN DONGEN et al., 1999) e FISH, de acordo

com o protocolo fornecido pelo fabricante (Anexo D).

PML-RARa. Para a identificagdo da presenca da fusdo génica PML-RAR« nos
casos de LPA, foi realizada a técnica de FISH, seguindo os protocolos
recomendados pelo fabricante (Anexo D), com a modificagdo do tempo de
hibridizacdo para 3-4h e obtencdo do resultado no mesmo dia de realizacdo da
técnica. A identificacdo do transcrito de fusédo foi realizada por meio de RT-PCR
nested (VAN DONGEN et al.,, 1999), uma variacdo da RT-PCR convencional,
utiizada com o objetivo de reduzir a amplificacdo de produtos inespecificos e
favorecer a amplificacdo de fragmentos raros. Para isso, foram utilizados dois
conjuntos de iniciadores em duas PCRs sucessivas, sendo que, o segundo par de
iniciadores tem a finalidade de amplificar um alvo secundario a partir do produto da
primeira reagdo. As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador PCR-System
9700 (Gene Amp®, Applied Biosystems, CA, USA), com as seguintes concentracdes
na reacao: iniciadores a 20 pmol, dNTPs a 2,5 mM, solucdo tampéao 1x (50mM KCI;
20nM Tris-HCI, pH 8,4; Invitrogen, CA, USA), 2,5 mM de MgClz, 1U de Taq Platinum
DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA) e agua estéril para completar o volume de
50 uL. Foram utilizadas as condicdes de ciclagem: 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C
por 30 seg, 65°C por 1 min, e 72°C por 1 min, para a primeira reacdo. A segunda
reacao foi realizada com os produtos amplificados na primeira reacao, utilizando-se
1uL de produto e iniciadores diferentes para aumentar a especificidade da reacéo
(VAN DONGEN et al., 1999). A segunda reacdo de PCR foi realizada no mesmo
termociclador, com as mesmas concentracdes e condicdes de ciclagem da primeira
reacdo, com excecdo da etapa de anelamento (66°C), que foi realizada pelo tempo
de 30 seg. Os produtos amplificados em ambas as reagcfes foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 3,0% corado com GelRed™ (Biotium, CA, USA),
podendo se apresentar com trés isoformas distintas, de acordo com a ergido de
guebra no gene PML: bcrl (214 ou 188 pb), bcr2 (178 ou 652 pb) e ber3 (289 pb).
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MYST3-CREBBP. As sondas para realizacdo da FISH foram selecionadas a partir
de clones de cromossomos bacterianos artificiais (BAC, Anexo C)
(www.ensembl.org), seguindo o protocolo descrito no Anexo D. O DNA extraido de

cada clone foi marcado com as moléculas fluorescentes SpectrumOrange (MYSTS3;
laranja) ou SpectrumGreen (CREBBP; verde) pela empresa BlueGnome
(Cambridge, UK). A fusédo génica MYST3-CREBBP foi confirmada pela RT-PCR para
a identificacdo dos transcritos de fuséo tipo | e Il (MYST3-CREBBP), bem como
CREBBP-MYST3 (SCHMIDT et al., 2004). Para detec¢cédo da fusdo mais frequente
MYST3-CREBBP tipo | (MYST3 quebra no éxon 16 e CREBBP quebra no éxon 5),
de ~1100 pb, foi realizada apenas uma reacdo utilizando um controle positivo
gentilmente cedido pelo Dr. Oskar Haas, do St. Anna Kinderspital, Medical University

Vienna, Vienna, Austria.

NUP98-r. A FISH para identificar os NUP98-r foi realizada com pequenas
modificacdbes nos protocolos fornecidos pelo fabricante (Anexo D). Essas
modificacdes incluiram o pré-tratamento das amostras com tampéao salino de citrato
de sédio (SSC) 2x por 2 min, desidratacdo em etanol (70%, 90% e 100%, 1 min
cada) e desnaturacdo a 75°C, por 7 min. Apoés hibridizacdo overnight a 37°C, as
amostras foram tratadas com solugdo de SSC 1x a 72°C e, posteriormente, com
solugdo de SSC 2x com 0,05% de Tween 20. Os parceiros de fusdo NDS1 e
HOXD13 foram identificados pela técnica de RT-PCR de acordo com os iniciadores
descritos por (ROMANA et al, 2006) e (EMERENCIANO et al., 2011),

respectivamente.

DEK-NUP214, RBM15-MKL1 e CBFA2T3-GLIS2. A identificacdo da fusdo DEK-
NUP214 foi realizada através da técnica de FISH, com sondas descritas no Anexo C
e seguindo o mesmo protocolo modificado para a identificacdo de NUP98-r. O
transcrito da fusdo RBMI15-MKL1 foi investigado nos casos de leucemia
megacarioblastica aguda com idade <2 anos através de RT-PCR convencional,
utilizando-se os iniciadores descritos por Rooij et al. (ROOIJ et al., 2013). A RT-PCR
convencional foi utilizada também para a identificacdo de CBFA2T3-GLIS2
(GRUBER et al., 2012).

O estabelecimento da técnica de RT-PCR para a identificacdo dos transcritos

de fusdo NUP98-NSD1, RBM15-MKL1 e CBFA2T3-GLIS2 se deu a partir de
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amostras de pacientes que, presumivelmente, apresentariam essas alteracoes, por
demonstrarem caracteristicas clinico-laboratoriais e/ou citogenéticas similares
aguelas descritas na literatura, uma vez que ndo foram obtidos controles positivos
para a reacdo e padronizacdo da técnica. Para a anormalidade CBFA2T3-GLIS2,
foram selecionados pacientes que apresentavam idade <24 meses ao diagnostico,
subtipo morfolégico de leucemia megacarioblastica aguda e auséncia de fusdes
génicas recorrentes. Para a alteracdo RBM15-MKL1, foi utilizada a amostra de um
paciente que apresentou a translocacdo t(1;22)(p13;ql3), caracteristica da fuséo
génica, descrita pelo cariétipo 53, XY, 1(1;8;22)(p13;922;913), +del(1)(p13), +6, +7,
+14, +17, +19, +21 [20], realizado no servico de origem do paciente. Para a
alteracdo NUP98-NSD1, a busca foi realizada, inicialmente, nos casos que
apresentaram NUP98-r identificado pela técnica de FISH.

As reacfes de PCR foram realizadas a partir das seguintes concentracfes e
reagentes: 0,2 yM de iniciadores, 0,5 mM de dNTPs, solu¢do tampéao 1x (50mM KClI;
20nM Tris-HCI, pH 8,4; Invitrogen, CA, USA), 2,0 mM de MgClz, 1U de Taq Platinum
DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA) e agua estéril para completar o volume de
50 uL. Foram utilizadas as condicfes de ciclagem: 94°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C
por 1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 1 min, e extensédo final a 72°C por 7 min,
realizadas no termociclador PCR-System 9700 (Gene Amp®, Applied Biosystems,
CA, USA). Os produtos das reacdes passaram por eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com GelRed™ (Biotium, CA, USA).
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4.3.6. ldentificacdo de mutacdes pontuais nos genes da via RAS-
MAPK

As mutacdes nas regides hotspots dos genes FLT3, NRAS, KRAS, PTPN11, e
KIT foram identificadas de acordo com os iniciadores e as condi¢des sintetizadas na
Tabela 4.1. Brevemente, a pesquisa de muta¢des nas regides DTK (cédon 835) e
ITD (éxons 11/12) do gene FLT3 foi realizada através de PCR e PCR seguido por
polimorfismo no comprimento do fragmento de restrigdo (restriction fragment lenght
polymorphism, RFLP), respectivamente. Muta¢gdes pontuais nos genes NRAS/KRAS
(codons 12/13), PTPN11 (éxon 3) e KIT (éxons 8/17) foram detectadas através da

técnica de sequenciamento de Sanger.

FLT3 ITD. O FLT3-DIT foi avaliado pela amplificacdo dos éxons 11 e 12, onde se
localiza o dominio justamembrana, usando iniciadores previamente descritos e
representados na Tabela 4.1 (NAKAO et al., 1996). Para a reacdo de PCR, foram
utilizados 100ng de DNA, em uma solucéao final de 50ul com os iniciadores a 50
pmol, dNTPs a 0,2mM, solucdo tampédo 1x (50mM KCI; 20nM Tris-HCI, pH 8,4;
Invitrogen, CA, USA), MgClz a 1,5mM (Invitrogen, CA, USA), 1U de Tag-polimerase
(Tag DNA Polymerase; Invitrogen, CA, USA). Os produtos da PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 3% corado com brometo de etideo,
conforme ilustrado na Figura 4.9A. Entre os casos de LPA que apresentaram
mutacBes FLT3 ITD, foi realizada a andlise da frequéncia do alelo mutado por meio
da andlise de fragmentos. Para isso, foi realizada uma reagdo de PCR com as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, mas com o iniciador senso marcado
com 6-FAM. Um uL do produto amplificado foi desnaturado a 95°C por 2 min, 0,3 uL
de LIZ-600 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) e 10 pL de formamida. Os
fragmentos desnaturados foram submetidos a analise no ABI3130XL (Applied
Biosystems, CA, USA). A éarea abaixo da curva foi quantificada para os alelos
mutados e selvagens no software ChimerMarker® (SoftGenetics, PA, USA). A razéo
entre os alelos foi expressa como uma razéao entre a curva de FLT3 ITD e o alelo

normal.

FLT3 D385. As mutagbes em FLT3-D835 foram detectadas por ensaio de PCR para
a amplificacdo do éxon 17, utilizando iniciadores previamente descritos (NAKAO et

al., 1996), seguida da digestdo dos produtos com a enzima EcoRV. Para a reacao
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de PCR, foram utilizados 250ng de DNA. A solucdo adicionada ao DNA foi
preparada contendo uma solugao final de 50ul com iniciadores a 0,15uM, dNTPs a
0,2 mM, solugdo tampéo 1x (50mM KCI; 20nM Tris-HCI, pH 8,4; Invitrogen, CA,
USA), MgClz a 2,5mM (Invitrogen, CA, USA), 5% de DMSO e 2,5U de Tag-
polimerase (Taq DNA Polymerase; Invitrogen, CA, USA). A digestdo de 3-10ul do
produto da reacdo ocorreu no periodo overnight a 37°C, usando a enzima de
restricio EcoRV (Biolabs, New England, UK). Os produtos digeridos foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 3% corado com GelRed™ (Biotium,
CA, USA) (Figura 4.9B).

A B
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300pb

Figura 4.9. Gel de agarose 3% para detecgdo das mutagBes pontuais no gene FLT3. A,
Detecc¢éo das duplicagbes em tandem (DIT) no dominio justamembrana. 1,12,19: Amostras
gue apresentam DIT; 2-11, 13-18: Amostras selvagens. B, Fragmento amplificado do gene
FLT3 contendo a regido D835 (imagem superior). O fragmento amplificado foi tratado com a
enzima EcoRV (imagem inferior). Nos casos selvagens a enzima encontra seu sitio de
restricdo e gera dois fragmentos, de 68pb e de 46pb. Nos casos mutados, a enzima néo
atua em um dos alelos, permanecendo visivel a banda de 114pb. 1: amostra apresentando
mutacdo no gene FLT3; 2-7: amostras selvagens na regido analisada. PM, padrdo de peso
molecular.

KRAS. Para a reacdo de PCR foram utilizados 100-150ng de DNA. A solucao
adicionada ao DNA foi preparada para um volume final de 50uL com as seguintes
concentracdes: iniciadores a 0,5 yM; dNTPs a 0,2 mM, solug¢do tampédo 1x (50mM
KCI; 20nM Tris-HCI, pH 8,4; Invitrogen, CA, USA), MgClz a 2,5mM, (Invitrogen, CA,
USA), 1U de Tag-polimerase (Tag DNA Polymerase; Invitrogen, CA, USA).

NRAS. 100-150ng de DNA foram amplificados na reacdo de PCR a partir de
iniciadores a 0,5 pyM; dNTPs a 0,2mM; solucdo tampao 1x (50mM KCI; 20nM Tris-
HCI, pH 8,4) (Invitrogen, CA, USA), MgClz a 2,5 mM, (Invitrogen, CA, USA), 1U de
Tag-polimerase (Taq DNA Polymerase; Invitrogen, CA, USA), em um volume final de
50pL.
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KIT. A reacdo de PCR foi preparada a partir de 200-500ng de DNA, iniciadores a 0,2
MM; dNTPs a 0,2 mM; solugédo tampao HiFi PCR Buffer 1x (50mM KCI, 20 nM Tris-
HCI pH 8,4; Invitrogen, CA, USA), sulfato de magnésio (MgSOas4) a 1,5mM,
(Invitrogen, CA, USA), DMSO a 10%, 1U de Tag-polimerase HiFi (Tag DNA
Polymerase HiFi; Invitrogen, CA, USA).

PTPN11. Foram utlizados 250ng de DNA, 0,2 mM dos iniciadores, 0,2 mM de
dNTPs, solucdo tampéo 1x (50mM KCI, 20nM Tris-HCI pH 8,4; Invitrogen, CA, USA),
MgCl2 a 2,5mM, (Invitrogen, CA, USA), 15U de Tag-polimerase (Taq DNA

Polymerase; Invitrogen, CA, USA), para um volume final de 50uL na reacéo de PCR.
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Tabela 4.1. Oligonucleotideos iniciadores e condi¢cdes de amplificacdo das reacdes de PCR utilizados para a identificacdo de

mutacdes pontuais nos genes da via RAS-MAPK

Gene® Regiao ggr:g;%rlli?:on Sequéncia senso (5'-3") Sequéncia antisenso (5'-3") Condicdes da PCR

et Exon 20 114pb CCGCCAGGAACGTGCTTG CAGCCTCACATTGCCCC o 1535;;(2:'05 ge 4 ¢ 907 oTe 30
FLT3 ITD Ei(;)lnzs 300pb GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC ggg g 2573%0;“ 94°C 307, 56°C 1,
KRAS  Exonl 220pb AACCTTATGTGTGACATGTTC ~ ATGGTCCTGCACCAGTAAT ggg 28:; 257320('30?53 94°C 307, bo"C T
NRAS  Exonl 241pb GACTGAGTACAAACTGGTGG  TGCATAACTGAATGTATACCC ?gg ?:; 207?%0?8% st
KIT Exon8 162pb GACATATGGCCATTTCTGTT CCAAAAATAATCATCTCACC gg:g ]:; g%gi%ogge 94°C 307, 50°C 307,
KIT Exon 17 173pb TGTATTCACAGAGACTTGGC GAAACTAAAAATCCTTTGCAGGAC gg:g ]:; 2063%0;,?? 947C 307, 50°C 307,
PTPN11 Exon3 384pb CGACGTGGAAGATGAGATCTGA CAGTCACAAGCCTTTGGAGTCAG —4.C 8, 33ciclos de 94°C 457, 58°C 307,

72°C 457, e72°C10°°

@ Sequéncias referéncia: FLT3 NG_007066.1; KRAS NG_007524.1; NRAS NG_007572.1; KIT NG_007456.1; PTPN11 NG_007459.1. °* PCR seguida por
RFLP. ¢ PCR seguida por sequenciamento direto. pb, pares de bases.
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4.3.6.1. Sequenciamento de Sanger

As reacoes de PCR foram realizadas no termociclador Veriti® Thermal Cycler
(Life Technologies, Applied Biosystems, CA, USA) e os produtos da PCR, com
excecao de FLT3, foram visualizados através de gel de agarose 1,5% corado com
GelRed™ (Biotium, CA, USA) sendo, posteriormente, direcionados para o
sequenciamento de Sanger.

O preparo das amostras para 0 sequenciamento se deu através da
purificacdo dos produtos amplificados pela reacdo de PCR com o kit GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, NE, UK), de acordo com o
recomendado pelo fabricante. A quantificacdo desses produtos foi estimada com o
auxilio do reagente Low Mass DNA Ladder (Life Technologies, Applied Biosystems,
CA, USA).

As placas de sequenciamento foram preparadas com o volume final de 10pl,
utilizando como referéncia as quantidades e reagentes recomendados para a
montagem da reagdo de sequenciamento com o BigDye® Terminator Cicle
Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems, CA, USA). As placas foram submetidas as
reacdes utilizando a seguinte ciclagem basica no termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Life Technologies, Applied Biosystems, CA, USA), com os perfis térmicos:
etapa inicial de desnaturagcéo a 96°C por 1 min, 25-40 ciclos de desnaturacéo a 96°C
por 15 seg, temperatura e tempo de anelamento de 50°C por 15 seg, e extensdo a
60°C por 4 min. As amostras foram precipitadas na placa de sequenciamento
seguindo o protocolo utilizado na Plataforma de Sequenciamento e Analise de
Fragmentos PDTIS/Fiocruz, conforme o descrito: as placas foram centrifugadas a
600 rpm por 1 min; adicionou-se 30 uL de isopropanol 75% (Merck KGaA,
Darmstadt, DE) e as amostras foram ressuspendidas, com a pipeta, de 3 a 4 vezes,
para homogeneiza-las. As placas foram incubadas, por 15 min, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz e, posteriormente, centrifugadas a 4°C e 4.000 rpm, por
45 min. O sobrenadante foi descartado vertendo-se as placas sobre papel-toalha,
através de movimentos circulares. Foram adicionados 50 pyL de Etanol 75% (Merck
KGaA, Darmstadt, DE) e seguiu-se uma nova centrifugacéao a 4°C/4.000 rpm, por 15
min. O sobrenadante foi, novamente, descartado e as placas aquecidas a 60°C, por
10 min, ao abrigo da luz. Foram adicionados 10 pL de Formamida Hi-Di™ (Life
Technologies, Applied Biosystems, CA, USA) em cada poco da placa, que foi

submetida a aquecimento a 95°C durante 5 min no termociclador. Apos estas
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etapas, as amostras estavam adequadas para o0 processamento no sequenciador
automatico ABI3500xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). A andlise
das sequéncias geradas pelo aparelho foi realizada nos programas Chromas versao
2.6.4 (Technelysium, South Brisbane, AUS) e Mutation Surveyer® (Softgenetics, PA,
USA).

4.3.7. Sequenciamento do exoma

As analises incluiram amostras de MO coletadas ao diagnostico, amostra de
SP coletadas no periodo de remissao clinica e molecular e, amostra de SP do irméo
gemelar sem doenca. As bibliotecas de DNA para o WES foram preparadas através
do ensaio comercial SureSelect?™ Target Enrichment for Illumina Multiplexed
Sequencing (Agilent Technologies, CA, USA), seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante, com as etapas representadas na Figura 4.10. Este kit captura 58 Mb do
genoma que corresponde ao exoma total a partir de 50 ng de DNA gendmico. O
DNA foi fragmentado com a enzima transposase e ligados a adaptadores. Os
fragmentos de DNA foram amplificados em uma reacédo de PCR e 750 ng do produto
foram hibridizados com sondas de cDNA biotiniladas para selecdo das regides de
éxons (SureSelect). Os fragmentos hibridos foram capturados com o auxilio de
esferas magnéticas revestidas com estreptavidina, purificados e, novamente,
amplificados em reacdo de PCR para o enriquecimento das regides de interesse.
Nessa reacédo, foram usados um par de iniciadores que serviram como indices para

a identificacdo das amostras.
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Figura 4.10. Representacdo esquematica das etapas do fluxo de trabalho de preparo das
amostras de DNA para 0 sequenciamento do exoma.

A qualidade e o rendimento da biblioteca indexada foram avaliados através
dos ensaios Agilent 2100 Bioanalyzer e High Sensitivity DNA (Agilent Technologies,
CA, USA) e do Qubit™ dsDNA High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific, MA, USA),
respectivamente. Os pools de amostras foram incluidos na lamina de
sequenciamento (flowcell), seguida pela amplificacao clonal em fase sdlida (lllumina
Inc, CA, USA), que é totalmente automatizada. Cada pool de amostras € colocado
em uma linha da flowcell que contém sequéncias de fragmentos correspondentes as
sequéncias contidas nos adaptadores utilizados na construcdo das bibliotecas,
conforme representado na Figura 4.11. Essas sequéncias (sondas) funcionam como
iniciadores para que ocorra uma amplificacdo em ponte na etapa de clusterizacao.
Desse modo, os fragmentos sdo agrupados em clusters, onde sao produzidas
multiplas cépias de fragmentos especificos por meio da desnaturagdo da dupla fita
de DNA e incorporacdo de nucleotideos na nova cadeia de DNA crescente, como
acontece em uma PCR convencional. Apés o término da clusterizacdo, o0s
fragmentos sdo desnaturados de modo que DNAs de fita Unica figuem ligados a

flowcell para posterior sequenciamento (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Representacdo esquematica das etapas que precedem o0 sequenciamento do
exoma. A, Os fragmentos de DNA gendmico sado ligados a adaptadores em ambas as
extremidades. B, Os fragmentos de DNA sdo desnaturados e fitas simples se ligam,
randomicamente, aos adaptadores na flowcell. C, Amplificacdo dos fragmentos ligados,
desnaturacdo e geracdo de fragmentos fita simples. D, Novo anelamento com iniciadores
acoplados na lamina, seguido de amplificacdo em ponte e formacdo do cluster, com
repeticdo das etapas. Modificado de SHENDURE, 2010.

O sequenciamento ocorre ap6s a clusterizacdo, com nova amplificacdo de
moléculas de DNA dos clusters, porém, com nucleotideos que possuem bases
marcadas com fluoréforos, sendo cada base correspondente a uma cor diferente. A
cada ciclo, uma base com fluoréforo € incorporada, a imagem do cluster é registrada
e € retirado o fluoroforo juntamente com o agente terminador da cadeia crescente de
DNA para que um novo ciclo se inicie. A medida que cada base é incorporada a
cadeia crescente de DNA, o cluster emite uma fluorescéncia correspondente a base
e assim, sucessivamente, até o completo sequenciamento dos fragmentos. Os sinais
fluorescentes séo lidos e interpretados, possibilitando a constru¢do da sequéncia.

O sequenciamento foi realizado no equipamento HiSeq2500 (lllumina, CA,
USA), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Oito a 10 pM da
biblioteca final foram usados para a geracao de clusters e sequenciamento em uma
flowcell, com o HiSeq PE Rapid Cluster Kit v2 (2 x 100 ciclos).

4.3.7.1. Andalises de bioinformatica

As sequéncias foram avaliadas quanto a qualidade utilizando o FASTQC e
bases/ou reads inteiras de baixa qualidade (PHRED < 30) foram removidas usando
o Trimmomatic. As reads remanescentes foram alinhadas no genoma de referéncia
GRCh37 utilizando o programa BWA com opc¢des default. A cobertura dos exomas
foi avaliada com o programa BedTools. Para a deteccéo das variantes germinativas,
nos seguimos 0 manual de boas praticas de analises do pacote Genome Analysis
Toolkit (GATK) para a identificacdo de variantes de nucleotideo unico (SNV) e
pequenas insercdes e delecbes (INDEL), com as opcbes padrao de chamada de

65



variantes (VAN DER AUWERA et al., 2012). As variantes germinativas chamadas
com menos de 6 e 32 leituras para SNVs e INDELs, respectivamente, e com
frequéncia alélica menor que 0,2 foram filtradas e excluidas. Para as mutacdes
somaticas, a ferramenta MuTect foi usada na comparacdo pareada com opcoes
default (CIBULSKIS et al., 2013). Nessa etapa, foram ignoradas as leituras de baixa
qualidade ou com incompatibilidade no alinhamento das sequéncias, foram
identificados sitios de mutagcdo somética com alta confianca, foram eliminados os
artefatos do sequenciamento, o alinhamento de leituras muito pequenas e de
captura hibrida. As variantes foram anotadas e classificadas como de impacto alto,
moderado ou leve utilizando a ferramenta Variant Effector Prediction (VEP).

A anotagéo das variantes contra bancos de dados, incluindo 1000 Genomes

(http://browser.1000genomes.org), Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer

(COSMIC; https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), Exome Aggregation Consortium

(EXAC; http://exac.broadinstitute.org/) e Single Nucleotide Polymorphism database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) foi realizada pela ferramenta VEP. A

predicdo pelos softwares SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant; http://sift.jcvi.org/) e

Polyphen2 (Polymorphism Phenotyping v2; http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

foi utilizada para estimar se uma determinada troca de aminoacidos afetaria a funcéo
da proteina. Esses softwares analisam o impacto da variante considerando as
alteracdes fisico-quimicas causadas pelas substituicdes de aminoacidos na proteina
e avaliam também a conservacao evolutiva da posicao da variante (ADZHUBEI et
al., 2010; KUMAR; HENIKOFF; NG, 2009). A classificagdo clinica das variantes foi

realizada de acordo com o ClinVar (https://www.nchi.nlm.nih.gov/clinvar/).

4.3.8. Andlises estatisticas

Foram realizadas analises descritivas de variaveis continuas e categdricas,
para a obtencdo de uma medida de tendéncia central e dispersédo e da distribuicao
de frequéncia. Os testes de qui-quadrado e Exato de Fisher foram utilizados para
comparar as proporcdes entre os grupos. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U
foi utilizado para essa comparacao entre variaveis continuas.

Um conjunto de dados pré-definidos contendo dados clinicos obtidos no
diagnéstico inicial, incluindo idade, sexo, cor da pele e contagem de leucdcitos foi
analisado. A variavel cor da pele foi categorizada em “negros” e “ndao negros”, de

acordo com a informacéo fornecida pelos responsaveis do paciente, com o objetivo
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de definir grupos menos heterogéneos (PENA et al., 2011). A categoria “ndo negros
incluiu pacientes cujos responsaveis declararam a cor da pele como sendo branca,
parda ou de etnia indigena. Os dados referentes a sobrevida foram encaminhados
pelos médicos colaboradores de cada instituicdo ao longo do estudo.

Para o propésito desse estudo, a idade foi considerada uma variavel
categorica e foram estabelecidos trés grupos para andlise, abrangendo os casos
com idade <2 anos, com idade entre 2 e 10 anos e aqueles com idade >10 anos.
Devido as diferencas nos marcadores de diagndéstico e nos protocolos de tratamento
ao longo do tempo, as analises dos marcadores prognosticos foram divididas em
dois periodos: primeiro periodo, que incluiu os casos com diagndéstico entre 2000 e
2008, e segundo periodo, contendo os casos diagnosticados entre 2009 e 2017.

A SG foi medida a partir do tempo decorrido da data de diagnostico até a data
do Obito por qualquer causa. Os pacientes que ndo obtiveram um evento (6bito)
foram censurados na data do ultimo contato no qual se obteve conhecimento. O
método de Kaplan-Meier foi utilizado para calcular a probabilidade de SG (pSG) em
5 anos e os valores estimados de sobrevida foram comparados através do teste de
log-rank, com o intuito de verificar a associacdo da presenca de uma caracteristica
em particular com o desfecho do paciente. Foram excluidos das analises de
sobrevida os pacientes que foram submetidos a TCTH. Entre os casos de LPA,
também foram excluidos os pacientes que evoluiram a 6bito nos dez dias apos o
diagnéstico.

A associacdo entre variaveis independentes e o desfecho foi avaliada através
do modelo de regressdo de risco proporcional de Cox (Cox proportional-hazard
regression), representada pela razao de risco (RR) e intervalos de confianca (IC) de
95%. As variaveis com p valor <0,20 associadas com a biologia da doenca foram
incluidas nesse modelo de andlise multipla seguindo o método stepwise forward. Os
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. As anélises
foram realizadas no programa SPSS 21.0 (SPSS, Chicago, USA). Para a
representacdo grafica dos resultados de alteracfes genémicas, foi utilizado o gréfico

de Circos Plot (http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/), que fornece uma visdo geral e

comparativa da associagdo entre as diferentes classes de muta¢des (KRZYWINSKI
et al., 2009).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DESCRITIVA DOS CASOS

Foram incluidos 920 casos de LMA diagnosticados no periodo de 17 anos,
sendo excluidos 132 casos com sindrome de Down. Dessa forma, 788 casos de

LMA foram elegiveis para a caracteriza¢cdo molecular (Figura 5.1).

920 casos de LMA (idade < 19 anos)
INCA, 2000-2017

132 casos excluidos
(sindrome de Down)

Y

788 casos de LMA pediatrica

Diagndstico de acordo com caracteristicas
morfoldgicas, imunofenotipicas e/ou moleculares

y

| RUNXI1-RUNXITI1, CBF3-MYH11, KMT2A-r |
T

| DEK-NUP214, NUP98-r, RBM15-MKL1, CBFA2T3-GLIS2 |
1

FLT3, NRAS, KRAS, PTPN11, KIT

Y

157 LPAs

Figura 5.1. Total de casos de LMA que foram encaminhados para o laboratério do Programa
de Hematologia e Oncologia Pediatricos, INCA, no periodo de 2000-2017. Foram excluidos
os casos de LMA com sindrome de Down. LMA, leucemia mieloide aguda; LPA, leucemia
promielocitica aguda.

As amostras dos pacientes foram encaminhadas de 56 instituicbes médicas
gue sao referéncia em tratamento onco-hematoldgico pediatrico. Os centros estao
distribuidos no territorio brasileiro, com representacdo em todas as regides
geograficas. A Figura 5.2 ilustra, proporcionalmente, o numero de casos
encaminhado de cada Estado. A distribuicdo dos casos de LPA e LMA entre as
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regides geogréficas foi semelhante. A média e mediana de idade dos casos foi de
7,9 (£5,6) e 7,6 anos, respectivamente, ndo apresentando distribuicdo normal
(Figura 5.2). Cento e oitenta pacientes (22,3%) sao lactentes (idade <2 anos).
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100

Frequéncia absoluta de casos
|

20+ T . g
Numero de casos Regides geograficas

I <10 Il Norte
B 11-50 [ Nordeste
B 51-100 [ Centro-Oeste
0 4 : B3 > 100 [ Sudeste
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 1 sul

Idade ao diagnéstico (anos)

Figura 5.2. Histograma de distribuicdo dos casos de acordo com a idade (esquerda) e mapa brasileiro com o niumero de casos de LMA de cada
regido geografica (direita). O numero de casos de cada instituicdo esta agrupado por Estado e apresentado como circulos proporcionais.
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As caracteristicas demograficas e laboratoriais dos casos de acordo com o
periodo de diagnostico estdo representadas na Tabela 5.1, com diferencas
estatisticamente significativas entre os dois periodos. Em ambos, predominaram 0s
casos procedentes da regido Nordeste e, no segundo periodo, a regido Norte
passou a ser incluida no estudo. Em relacdo a cor da pele, os pacientes negros
representaram 18% e 7,0% no primeiro e segundo periodo, respectivamente, com
70 (8,5%) casos sem informacdo. Foi observada a ocorréncia de uma frequéncia
diferente de casos do sexo masculino e feminino no primeiro periodo do estudo, com
predominio do sexo masculino, correspondendo a razdo masculino:feminino de
1,5:1.
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Tabela 5.1. Caracteristicas demograficas e laboratoriais dos casos de LMA

pediatrica de acordo com o periodo de diagndstico, Brasil, 2000-2017

Primeiro periodo  Segundo periodo

Caracteristicas (2000-2008), (2009-2017), p
n (%) n (%)
Regides geograficas brasileiras <0,001
Norte - 6 (1,3)
Nordeste 208 (56,7) 175 (39,7)
Centro Oeste 49 (13,4) 125 (28,3)
Sudeste 93 (25,3) 114 (25,9)
Sul 17 (4,6) 21 (4,8)
Idade (anos) 0,029
<2 97 (26,4) 83 (18,8)
>2-10 138 (37,6) 174 (39,5)
>11 132 (36,0) 184 (41,7)
Cor da pele <0,001
Negros 55 (18,0) 31 (7,0)
N&o negros 250 (82,0) 409 (93,0)
Sexo 0,003
Feminino 146 (39,8) 222 (50,3)
Masculino 221 (60,2) 219 (49,7)
ClaSSIf,ICE_i(;a(.) N 0,014
morfolégica/imunofenotipica
LMA minimamente diferenciada 15 (4,2) 19 (4,4)
LMA sem maturagéo 29 (8,0) 23 (5,4)
LMA com maturacéo 52 (14,4) 50 (11,7)
LPA 59 (16,3) 98 (23,0)
Leucemia mielomonocitica aguda 78 (21,6) 110 (25,8)
Leucemia aguda
monocitica/monoblastica 45 (12.5) 58 (13,6)
Leucemia aguda eritroide 11 (3,0) 4(0,9)
Leucemia megacarioblastica aguda 34 (9,4) 33(7,7)
Leucemia de fenétipo misto
mieloide/T 2(0.6) 7(16)
:TMA sem especificacdo de 36 (10,0) 25 (5,9)
inhagem
Desfecho clinico @ 0,018
Vivo 135 (44,7) 112 (34,0)
Obito 97 (32,1) 118 (35,9)
Sem informacédo 70 (23,2) 99 (30,1)
Total, n (%) 367 (45,4) 441 (54,6)

@ Excluindo os casos de leucemia promielocitica aguda. LPA, leucemia primielocitica
aguda; LMA, leucemia mieloide aguda. Anadlises estatisticas realizadas com os testes
gui-quadrado e exato de Fisher.

Foram observadas diferencas entre os subtipos de LMA classificados
morfolégica e imunofenotipicamente entre os dois periodos de analise. Apesar da
predominédncia do subtipo com diferenciagdo mielomonocitica em ambos, no
segundo periodo ocorreu aumento do numero de casos de LPA e diminui¢cdo dos
casos sem especificacao de linhagem (Tabela 5.1).
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5.2. ALTERACOES MOLECULARES FREQUENTES NAS LMAS
PEDIATRICAS DE NOVO

As alteracBes genéticas chamadas tipo Il, conhecidamente mais frequentes
nas LMAs pediatricas de novo (RUNX1-RUNX1T1, CBF-MYH11, KMT2A-r e PML-
RARa), foram encontradas em 46,4% dos casos em relacdo ao total e, as chamadas
mutacdes tipo | (KRAS, NRAS, FLT3, KIT e PTPN11l) em 55,0% dos casos. A
distribuicdo das alterac@es tipo I/ll de acordo com as caracteristicas demogréficas e

laboratoriais dos casos esta representada na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Distribuicdo das alteracdes tipo I/ll de acordo com as caracteristicas

demograficas e laboratoriais dos casos de LMA pediatrica, Brasil, 2000-2017

Mutacoes tipo Il 2

Mutacdes tipo | °

Presente,

Presente,

p° p°
n (%) n (%)
Idade (anos) 0,977 <0,001
<2 73(22,5) 30 (12,6)
>2-10 124 (38,2) 94 (39,5)
211 128 (39,4) 114 (47,9)
Cor da pele 0,072
Negros 29 (9,6) 0,161 33 (14,7)
N&o negros 274 (90,4) 191 (85,3)
Sexo 0,857 0,364
Feminino 146 (44,9) 102 (42,9)
Masculino 179 (55,1) 136 (57,1)
Contagem de leucécitos
(x10°/L) 0,571 <0,001
<10 95(29,8) 51 (21,5)
>10 224 (70,2) 186 (78,5)
Classificagéo <0.001 <0.001
morfolégica/imunofenotipica ' '
LMA minimamente
diferenciada 2(0.6) 6(2.5)
LMA sem maturagéo 11 (3,4) 23 (9,7)
LMA com maturagéo 50 (15,4) 31 (13,0)
LPA 116 (35,7) 59 (24,8)
Leucemia mielomonocitica 76 (23.4) 71 (39.8)
aguda
Leucemia aguda
monocitica/monoblastica 40 (12.3) 27 (11.3)
Leucemia aguda eritroide - 1(0,4)
Leucemia megacarioblastica 10 (3,1) 9(3.8)
aguda ' '
Leucemia de fendtipo misto
mieloide/T 1(03) 3(L3)
LMA sem especificagédo de 19 (5,8) 8 (3.4)

linhagem

2 Mutacdes tipo Il incluem as alteragbes RUNX1-RUNX1T1, CBFpS-MYHL11,
rearranjos do KMT2A e PML-RARa. ® Mutacdes tipo | incluem mutacGes
pontuais em KRAS, NRAS, FLT3, KIT e PTPN11. ° Resultado da analise de
associacdo entre os casos que apresentavam (‘presente”) ou nao as
mutacgdes tipo | e Il de acordo com as variaveis do modelo. LPA, leucemia
promielocitica aguda; LMA, leucemia mieloide aguda. Andlises estatisticas
realizadas com os testes qui-quadrado e exato de Fisher.
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A frequéncia das mutacdes tipo | foi maior nas faixas etarias superiores, ou
seja, 12,6% de mutacdes tipo | foram identificadas nos casos com idade <2 anos
apresentaram; 39,5% e 47,9% de mutacdes tipo | foram identificadas nos casos com
idade entre 2-10 anos e 211, respectivamente. Além disso, a maioria dos casos com
mutacdes tipo | (78,5%) apresentou alta contagem leucocitaria (>10x10° células/L).
Essas diferengas nao foram observadas para os casos apresentando mutagdes tipo
II. Apesar disso, ambos os tipos de mutacdo foram associados com 0s subtipos
morfologicos/imunofenotipicos, sendo a maioria das mutacdes predominando entre
os casos de LPA e de LMA com diferenciacdo mielomonocitica (Tabela 5.2). Entre
0s casos de LPA, 118/147 (80,3%) dos pacientes apresentaram PML-RARa, que
passou a ser investigada sistematicamente nas amostras a partir do ano de 2008.
Em 49/86 casos (57%) em que a busca da fusdo PML-RARa foi realizada através
das técnicas de RT-PCR e FISH, houve discordancia do resultado. Nestas, apesar
do resultado positivo encontrado pela FISH, ndo foi possivel identificar o transcrito
de fusdo pela RT-PCR. Os transcritos de fuséo bcrl, bcr2 e bcr3 representaram
40%, 16% e 44% dos casos de LPA, respectivamente. As diferentes isoformas do
transcrito PML-RARa ndo apresentaram associacao estatisticamente significativa
com a idade, sexo e leucometria ao diagnadstico.

Os casos que apresentam alteracdes genéticas recorrentes passaram a ser
classificados de acordo com a alteracdo identificada, conforme estabelecido na
classificacdo da OMS. A Figura 5.3 representa 0s subtipos moleculares e

morfologicos e a frequéncia de cada subtipo em relacéo a coorte total.
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LMA minimamente
_diferenciada; 4,1%
LMA sem maturacdo; 5,2% —

LMA com CBFb-MYH11,
3,8%

Leucemia aguda
_ monocitica/monoblastica;
8,0%

SUBTIPOS MOLECULARES (46,4%)
|

~ Leucemia aguda eritroide; 1,9%

(%9°€S) SODI9010440N SOdI18NS

Leucemia megacarioblastica aguda;
7.2%
~_ LAFM T/mieloide; 1,0% —

LMA sem especificacdo de
linhagem; 5,3%

Figura 5.3. Frequéncia dos subtipos genéticos e morfolégicos/imunofenotipicos de LMA.
LAFM, leucemia aguda de fendtipo misto; LPA, leucemia promielocitica aguda; LMA,
leucemia mieloide aguda.

A distribuicdo das mutacdes tipo Il de acordo com a idade esta representada
na Figura 5.4. Todas as alteracdes apresentaram associacdo com a idade (p<0,001).
As alteragbes CBF (RUNX1-RUNX1T1l e CBFp-MYH1l) e os casos de LPA
apresentam distribuicdo semelhante, com a maioria dos casos diagnosticados com
idade entre 5-15 anos. A prevaléncia dos KMT2A-r foi maior entre os pacientes com
idade menor diminuindo, progressivamente, nas faixas etarias superiores (Figura
5.4). Os genes envolvidos na fusdo com o KMT2A foram, principalmente, MLLT3
(27/94; 28,7%), AFF1 (10/94; 10,6%), MLLT10 (9/94; 9,6%), MLLT1 (6/94; 6,4%) e
MLLT4 (4/94; 4,3%), entre outros menos frequentes. Em 28 casos (29,8%), 0 gene

parceiro do KMT2A nao foi identificado.
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40,0%

35,0%
30,0%
e 25,0%
‘o
@
= 20,0%
=
2
o 15,0%
10,0%
- I I
0,0% — .
0-1 12 2-5 5-10 10-15 >15
CBF 5,2% 7,8% 15,7% 23,5% 30,4% 17,4%
B LPA/PML-RARa 0,6% 3,2% 17,8% 28,7% 35,7% 14,0%
B KMT2A-r 34,0% 25,5% 17,0% 9,6% 7,4% 6,4%
Idade (anos)

Figura 5.4. Distribuicdo das mutacdes tipo Il de acordo com a idade. CBF, core binding
factor (representada pelas alteragbes RUNX1-RUNX1T1 e CBFS-MYH11); LPA, leucemia
promielocitica aguda; KMT2A-r, rearranjos do KMT2A.

A Figura 5.5 representa a distribuicdo da frequéncia das mutacdes tipo | de
acordo com a idade, com mutacbes em FLT3 apresentando associacao
estatisticamente significativa (p<0,001). As criangas com idade <1 ano apresentaram
0 menor numero de alteracbes (n=12) e os pacientes com idade entre 5-10 anos

apresentaram o maior numero de altera¢des (n=69).
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50,0%
45,0%
40,0%
35,0%
30,0%

25,0%
20,0%
15,0%
10,0%
5,0% I I
0.0% 0-1 1-2 2-5

Prevaléncia

5-10 10-15 >15
FILT3 0,8% 3,1% 12,6% 26,0% 43,3% 14,2%
B KRAS 13,9% 16,7% 16,7% 22,2% 13,9% 16,7%
NRAS 3,8% 15,1% 9,4% 18,9% 30,2% 22,6%
KIT 5,9% 5,9% 23,5% 41,2% 17,6% 5,9%
mPTPN11 7,5% 7,5% 15,0% 27,5% 27,5% 15,0%
Idade (anos)

Figura 5.5. Distribuicdo das mutagdes tipo | de acordo com a idade.

A Tabela 5.3 representa a frequéncia das alteragcdes moleculares de acordo
com as caracteristicas demograficas e contagem de leucdcitos ao diagnostico. A
frequéncia das alteracbes esta representada em relacdo ao total de casos
analisados. As mutagbes em FLT3 foram mais frequentes entre os casos com idade
maior (p<0,001). A fusdo CBFS-MYHL11 foi associada a alta contagem leucocitéria
(>10x10°%L; 93,1%), assim como a coorte total (72,5%) e casos apresentando
mutacOes em NRAS (84,3%) (Tabela 5.3).

A maioria das mutagbes em FLT3 foi representada pelo tipo ITD (79,2%). Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as mutacoes
ITD/D835 e a idade, sexo e contagem de leucocitos ao diagnoéstico. Da mesma
maneira, a mediana de idade e leucometria ndo foi diferente entre os dois tipos de

mutacéo (p=0,547 e p=0,253, respectivamente).
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Tabela 5.3. Frequéncia das alteragcbes moleculares dos casos de LMA de acordo com as caracteristicas demograficas e
laboratoriais, Brasil, 2000-2017

Idade (anos) Sexo Contagem de leucécitos (x109%L)
Alteracdo molecular * Fnr/fgtl;??%? (r':n/I ieno—”rigi) ns(?@) ?12(32()) n2(10/1o) P Fenw)i)n ° M?S(Ct%no P &” Fndﬁgi) nsgog) n>(1°2) P
Mutacdes tipo Il
RUNXI-RUNXIT1 &ziﬁ? 02183 (108 @24 @ O Gin ey O aris @iy @ny 0%
CBFA-MYHI11 3?565;7 0sr® aen @33 00 O  @en @y O ook 9 (a1 002
KMT2AT s242”1%2)6 0182 @85 @11 (38 OO uge @1y 5% (oasy (ss) (srs) 0088
LPA, PML-RARa 109 (0887 (8 @es @on 001  u3n  gen  O55 00u0o  wsa  ie) O
Mutacdes tipo |
FLT3 (ITD ou D835) l(2253/,504;9 (1,3?1’2,9) (45,31) (3%2,;4) (577?6) <0,001 (45576) (5?15,34) 0,913 (0,?&5)0) (23(’5?4) (7%?6) 0,453
KRAS 3(5(52%8 (0,5?,108,3) (218(,)6) (4%;,10) (311?4) 0527  13(37.1) 22(629) 0271 (13-§i)20) (25,0) (8%2,30) 0,223
NRAS 5(%53? (0,%%,0) (179,6) (3116,34) (5216,30) 0433  23(451) 28(549) 0,953 (5,12??;00) (158,7) (sfs) 0,020
KIT 120{,286;5 (0,35—fG,3) (112,8) (6%1%7) (2:?,5) 0090  6(353 11(647) 0204 (4;?568) (122,5) (817‘,15) 0,120
PTPN11 4?4,464)5 o 4*%’127, 6 (130) ( 41275) ( 41275) 0874 13(32,5) 27(67.5) 0,067 (1‘%714) (230) (8%?0) 0,117

a O numero total de casos analisados reflete a disponibilidade de material biol6gico para as andlises moleculares. P Os casos de leucemia promielocitica aguda
(LPA) foram analisados em relag&o & coorte total. ITD, duplicagBes internas em tandem; max, maximo; min, minimo; n, nimero de casos. Analises estatisticas
realizadas com os testes qui-quadrado e Mann-Whitney U .
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5.3. ASSOCIACAO ENTRE AS MUTACOES TIPO IE TIPO Il

Apesar das alteracdes tipo Il serem mutualmente excludentes entre si,
segundo o modelo de leucemogénese, elas estdo associadas as mutacgdes tipo I. A
andlise de associacdo entre a presenca de alteracdes tipo | e as fusbes génicas
demonstrou que CBFA-MYH11 e LPA/PML-RARa apresentam maior frequéncia
dessa classe de mutactes (53,3% e 37,6%, respectivamente), conforme descrito na
Tabela 5.4.

Tabela 5.4. Associacéo entre a presenca de mutacodes tipo | e Il

Mutacao tipo |
Presente Ausente p
n (%) n (%)

Mutacao tipo Il
RUNX1-RUNX1T1 23 (27,1) 62(72,9) 0,347
CBFpS-MYH11 16 (53,3) 14 (46,7) 0,006
LPA, PML-RARa 59 (37,6) 98 (62,4) 0,022
KMT2A-r 23 (24,5 71 (75,5) 0,183
LPA, leucemia promielocitica aguda; KMT2A-r, rearranjos
do KMT2A. Analises estatisticas realizadas com o teste qui-
guadrado.

Foi testada a associacdo entre cada mutacdo tipo | e os subtipos genéticos
definidos pelas alterac@es tipo Il, com a distribuicdo das frequéncias representada
na Figura 5.6. Na figura, o circos plot representa, proporcionalmente, as alteracées
moleculares das LMAs pediatricas (segmentos externos no circulo). As linhas
interiores que conectam cada segmento representam a ocorréncia concomitante
entre cada alteracdo. A tabela utilizada para a constru¢cdo do circos plot esta
representada no Anexo E. Visualmente, a Figura 5.6 demonstra maior frequéncia de
mutacdes em FLT3 entre os casos de LPA/PML-RARa e mutagbes em KRAS entre
os casos KMT2A-r. As frequéncias e as associacfes entre as alteracdes tipo | e Il
estdo descritas na Tabela 5.5. Foram observadas muta¢cdes concomitantes entre as
alteracdes tipo I. Trinta casos (12,7%) apresentaram mais de uma mutagao tipo I,
sendo 2 deles com trés genes alterados [NRAS, FLT3 (ITD e D835) e PTPN11
(c.255C>T, p.H85H e c.227A>C, p.Q76A)].
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PTPN11 RUNX1-RUNX1T1

CBFb-MYH11

KMT2A-r

NRAS

LPA
PML-RARa

FLT3

Figura 5.6. Distribuicdo das alteragfes tipo | (FLT3, KRAS, NRAS, KIT, PTPN11) entre os
subtipos genéticos de LMA definidos pelas alteracdes tipo 1l (RUNX1-RUNX1T1, CBFg-
MYHL11, rearranjos do KMT2A e PML-RARa). Circos plot representando, proporcionalmente,
as alteracBes moleculares das LMAs pediatricas (segmentos externos no circulo). As linhas
interiores conectando cada segmento representam a ocorréncia concomitante entre cada
alteracao.

Os subtipos de LMA com a fusdo RUNX1-RUNX1T1 e com a fusédo CBFg-
MYH11 apresentaram, principalmente, mutacbes em KIT (20,0% e 23,1%,
respectivamente). Os casos de LPA/PML-RARa foram associados as mutagfes em
FLT3 (45,2%). A maioria dos casos com KMT2A-r (60,7%) nédo apresentou mutacao

nos genes analisados (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5. Associacao entre as mutacoes tipo | e tipo Il

Mutacoes tipo |

FLT3 KRAS NRAS KIT PTPN11
Pos, Neg, p Pos, Neg, p Pos, Neg, p Pos, Neg, p Pos, Neg, p
n(%) n (%) n(%) n (%) n(%) n (%) n) n (%) n) n (%)
Mutacoes tipo I
RUNX1-RUNX1T1 8 61 0,244 4 64 0,722 6 56 0,939 5 20 0,019 5 49 0,394
(11,6) (88,4) (5,8) (94,2 (9,7) (90,3) (20,0) (80,0) (5,8) (94,2
CBFS-MYH11 4 25 0,807 4 24 0,113 4 24 0,384 6 20 0,003 1 23 0,385
(13,8) (86,2) (14,3) (85,7) (14,3) (85,7) (23,1) (76,9) (4,2) (95,8)
LPA, PML-RARa 47 57 <0,001 4 117 0,141 7 104 0,142 - 40 0,068 6 102 0,152
(45,2) (54,8) (3,3) (96,7) (6,3) (93,7) (100,0) (5,6) (94,4)
KMT2A-r 6 66 0,052 9 67 0,022 3 53 0,228 - 43 0,034 8 50 0,108
(8,3) (91,7) (11,8) (88,2) (5,4) (94,6) (100,0) (13,8) (86,2)

KMT2A-r, rearranjos do KMT2A; LPA, leucemia promielocitica aguda; n, numero; Neg, negativo; Pos, positivo. Analises estatisticas realizadas
com os testes qui-quadrado e exato de Fisher.
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Entre os casos LPA, as mutagcbes em FLT3 foram associadas a maior
leucometria e ao transcrito de fusdo do PML-RAR« chamado bcr3, caracterizado

pela quebra no gene PML entre os éxons 3 e 4 (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Associacdo entre as mutacdes em FLT3 e as caracteristicas

demograficas e laboratoriais dos casos de leucemia promielocitica aguda

FLT3™ n (%) FLT3™,n (%) p

Mediana de idade ao diagndéstico

(anos) 11,2 9,3 0,294
Idade (anos) 0,136
<2 0 (0,0) 3 (4,9
> 2-10 19 (39,6) 30 (49,2)
> 11 29 (60,4) 28 (45,9)
Sexo 0,120
Feminino 16 (31,2) 2 (45,9)
Masculino 33 (68,8) 33 (54,1)
e e e e
Contagem de leucdcitos (x10%/L) 0,001
<10 14 (29,2) 37 (60,7)
>10 34 (70,8) 24 (39,3)
Mediana de plaquetas (x10°%/L) 21,000 30,000 0,127
Plaguetas (x10%L) 0,053
<40 35(81,4) 37 (63,8)
>40 8 (18,6) 21 (36,2)
Subtipo morfolégico da LPA 0,057
Hipergranular 38 (79,2) 56 (91,8)
Microgranular 10 (20,8) 5(8,2)
Elt\a/lgl_léo do ponto de quebra de <0,0001
Ber 1 2 (10,5) 10 (58,8)
Ber 2 0 (0,0) 4 (23,5)
Ber 3 17 (89,5) 3(17,6)

Ber, breakpoint cluster region; LPA, leucemia promielocitica aguda; Mut,
mutado; n, nimero de casos; wt, wild type (selvagem). Andlises estatisticas
realizadas com os testes qui-quadrado e Mann-Whitney U.
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A andlise da frequéncia alélica das muta¢des FLT3 ITD foi realizada em 29 de
38 casos de LPA gque apresentaram material biolégico. Os casos de LPA/PML-RAR«
apresentaram mediana da razdo entre a frequéncia do alelo variante de FLT3 e o
alelo selvagem de 0,35 (0,03-0,46). Os casos com maior frequéncia do alelo mutado
(razdo acima da mediana) foram associados a maior faixa etaria e maior leucometria

ao diagnostico (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Frequéncia alélica das mutacdes FLT3 ITD entre casos de leucemia

promielocitica aguda

Razao da frequéncia do alelo FLT3 ITD mutado

<0,35,n (%) >0,35, n(%) p
Idade (anos) 0,008
<2 - -
>2-10 3(21,4) 10 (71,4)
211 11 (78,6) 4 (28,6)
Sexo 0,053
Feminino 8 (57,1) 3(21,4)
Masculino 6 (42,9) 11 (78,6)
Contagem de leucdcitos 0,013
(x10%L)
<10 8 (57,1) 1(7,1)
>10 6 (42,9) 13 (92,9)

ITD, duplicagéo interna em tandem. Andlises estatisticas realizadas com o teste
qui-quadrado.
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5.4. SOBREVIDA GLOBAL DOS CASOS DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA PEDIATRICA DE NOVO EXCLUINDO OS CASOS DE
LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

As analises univariadas para a pSG em ambos o0s periodos de estudo e a
contribuicdo potencial dos marcadores moleculares no desfecho clinico dos
pacientes estado representadas na Tabela 5.8. Trinte e sete (3%) pacientes foram
submetidos a TCTH e foram excluidos das analises.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas da pSG para
a idade, sexo, cor da pele e contagem de leucécitos ao diagnostico nos casos de
LMA (Tabela 5.8). A mediana do tempo de pSG para a coorte de LMA de novo,
excluindo os casos de LPA, foi de 16,3 meses (IC 95% 12,4-20,3 meses; pSG em 5
anos = 36,2+3,0%). Os casos tratados nas regides Norte/Nordeste e Centro Oeste
apresentaram pSG menor que aquela calculada para os casos das regibes
Sul/Sudeste (Tabela 5.8).

Em relacéo as alterag6es moleculares, foram comparados os casos positivos
versus negativos para a presenca da alteracdo. A fusdo génica CBFB-MYH11
conferiu aos casos com essa alteracdo maior pSG que 0s casos sem a alteracdo
(71,5+£10,9% e 30,9+3,5%, respectivamente, p=0,010). Para as mutacdes tipo |, 0os
pacientes com mutacfes em KRAS, NRAS ou KIT apresentaram maior sobrevida
gue os casos selvagens, com pSG de 44,1+11,7%, 49,6£10,5% e 53,0+18,7%,
respectivamente. Por outro lado, casos apresentando mutacdes em PTPN11
apresentaram pSG mais baixa que o0s casos sem mutacdes (13,0+8,4% e
33,7+4,2%, respectivamente), com mediana de sobrevida de 3,3 meses (IC 95% 1,6-
5,1 meses). Os 12,7% dos casos que apresentaram mais de uma mutacgéo tipo |
demonstraram pSG inferior que a pSG calculada para os casos apresentando

apenas uma mutacao (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8. Analise univariada para a probabilidade de sobrevida global dos casos
de LMA pediatrica de novo, Brasil, 2000-2017

Andlise univariada 2

N (N de pSG em 5 Mediana ®,
eventos) anos, (EP) (IC 95%) b
Periodos de diagnostico 0,146
Primeiro periodo (2000-2008) 221 (94) 39,4 (4,2) 19,2 (8,3-30,1)
Segundo periodo (2009-2017) 212 (109) 32,9 (4,3) 14,8 (10,0-19,5)
Regibes geogréficas de tratamento 0,009
Norte/Nordeste 206 (88) 33,0(4,9) 16,3(10,0-23,3)
Sul/Sudeste 121 (52) 48,6 (5,2) 47,4 ¢
Centro Oeste 106 (63) 24,6 (5,1) 7,3 (0,1-14,5)
Idade (anos) 0,449
<2 140(76)  33,1(51) 13,1(7,1-19,1)
>2-10 146 (64) 355(5,4) 19,3 (13,3-25,4)
211 147 (63) 39,0 (5,0) 15,2 (8,9-21,6)
Cor da pele 0,771
Negros 49 (21) 29,5(9,4) 17,0 (7,9-26,1)
N&o negros 348 (168) 355(3,3) 15,8(11,4-20,1)
Sexo 0,631
Feminino 183 (90) 38,6 (4,2) 15,3 (10,1-20,5)
Masculino 250 (113) 34,5 (4,1) 19,1 (13,7-24,5)
Leucometria (x10°/L) 0,903
<10 119(55) 36,6(56) 16,3 (8,1-24,6)
>10 299 (143) 35,1(3,6) 16,2 (11,9-20,6)
Mutacdes tipo Il ¢
RUNX1-RUNX1T1 55 (26) 32,8(8,2) 13,5(6,8-20,2) 0,813
CBFB-MYH11 19 (5) 71,5 (10,9) d.e 0,010
KMT2A-r 74 (39) 36,7 (6,7) 11,5(3,6-19,4) 0,646
Mutagdes tipo | ¢
FLT3 54 (33) 18,0(7,4) 11,8(8,4-15,2) 0,056
K/N-RAS 54 (23) 45,0 (8,3) 17,54 0,333
PTPN11 26 (16) 13,0 (8,4) 3,3(1,6-5,1) 0,005
Mutagdes tipo Il concomitantes 0,052
Mutacdo Gnica 114 (55)  37,2(5,8) 17,6 (10,1-25,2)
Mais de uma mutacéo 18 (11) 16,0 (10,3) 6,4 (0,0-19,7)

a Excluindo os casos de leucemia promielocitica aguda. ® Mediana de sobrevida em
meses. ¢ Andlises realizadas na mesma variavel, considerando as categorias com/sem
alteracdo. ¢ Intervalos de confianga ndo definidos. ¢ Mediana ndo alcancada. EP, erro
padrdo; IC, intervalo de confiangca; N, numero; pSG, probabilidade de sobrevida global.
Analises estatisticas realizadas com o teste de log rank.

A estratificacdo das andlises nos dois periodos de diagndstico demonstrou

diferencas na pSG, conforme representado na Figura 5.7. No primeiro periodo

(2000-2008), os valores mais baixos de pSG foram observados para os pacientes
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com idade ao diagndstico <2 anos (pSG 27,7+5,7%), quando comparados aos
pacientes das demais idades. No segundo periodo (2009-2017), os casos
encaminhados e tratados nas regides Sul/Sudeste apresentaram melhor sobrevida

(pSG 55,7+7,9%) que os casos das demais regides (Figura 5.7).

A Primeiro periodo: regides geograficas B Primeiro periodo: idade
1,0 1,0—
0,8 L!I 0,8—
0,6— 0,6
| | -
g il 2
|—| e
0,4— = 0,4
0,2— 0,2—
=i Norte/Nordeste (n=117, 40 eventos; 36,7+7,4%) <2 anos (n=81, 51 eventos; 27,745,7%)
=7 Sul/Sudeste (n=66, 32 eventos; 43,1+6,7%) I »2-10 (n=71, 26 eventos; 41,2+8,1%)
0,0— Centro Oeste (n=38, 22 eventos; 35,2+8,4%) p=0,854 0,0— =7 > 11(n=69, 17 eventos; 56,6+8,3%) p=0,001
I I I I I I | I ! | I |
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Tempo (meses) Tempo (meses)
C Segundo periodo: regides geograficas D Segundo periodo: idade
1,0 1,0

t “;1
\l A

0,8— 1 0,8—
\
0,6— 0,6—
2 2
-3 o
04— 04—
0,2 0,2—
I Norte/Nordeste (n=89, 48 eventos; 29,7+6,5%) <2 anos (n=59, 25 eventos; 40,1+11%)
=~ Sul/Sudeste (n=55, 20 eventos; 55,7+7,9%) =1 >2-10(n=75, 38 eventos; 31,647%)
0,0— Centro Qeste (n=68, 41 eventos; 15,5+6,4%) p=0,002 0,00 =¥ =211(n=78, 46 eventos; 28,2+5,8%) p=0,101
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Figura 5.7. Sobrevida global dos casos de LMA pediatrica de novo. Probabilidade de
sobrevida global (pSG) dos casos diagnosticados no primeiro ou segundo periodo de
analise de acordo com as regides geograficas de origem/tratamento (A,C) e idade (B e D). O
primeiro periodo corresponde aos casos diagnosticados entre os anos de 2000-2008 e o
segundo periodo, entre 0s anos de 2009-2017.

A analise univariada realizada atraves do modelo de regresséo Cox identificou
0s casos das regides Sul/Sudeste apresentando melhor sobrevida que os casos das
demais regides, com RR de 0,7 (IC 95% 0,5-0,9; p=0,014), e os casos da regiao
Centro Oeste com a pior sobrevida (RR 1,5; IC 95% 1,1-2,0; p=0,009), conforme
descrito na Tabela 5.9. A RR calculada para os casos apresentando as LMAs-CBF
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demonstraram menor risco de 0bito, refletindo um progndéstico favoravel (RR 0,7; IC
95% 0,5-1,0; p=0,060) e os casos com mutacbes em PTPN11l como prognostico
adverso (RR 2,1; IC 95% 1,2-3,6; p=0,009, Tabela 5.9). Andlises multiplas
demonstraram que a localidade de tratamento se mantém como uma variavel de
risco prognéstico favoravel, com as regides Sul/Sudeste conferindo o RR de 0,5 (IC
95% 0,3-0,8; p=0,006). Mutacdes em PTPN11l foram identificadas como variavel
independente de progndstico adverso, conferindo RR de 1,9 (IC 95% 1,1-3,3; p=0,015)

aos CasSoSs com essa alteragéo.

Tabela 5.9. Sobrevida global dos casos de LMA pediatrica de novo no modelo de
regressao Cox, Brasil, 2000-2017

Modelo de regressao Cox

RR (IC 95%) p
Periodo de andlise
Segundo periodo (2008-2015) 1,3 (0,9-1,6) 0,147
Regides geograficas de tratamento 2
Norte/Nordeste 1,0 (0,8-1,3) 0,913
Sul/Sudeste 0,7 (0,5-0,9) 0,014
Centro Oeste  1,5(1,1-2,0) 0,009
Idade (anos)
<2 1,2(0,9-1,6) 0,237
>2-10 0,9 (0,6-1,2) 0,321
>11 1,0(0,7-1,3) 0,855
Cor da pele
Negros 0,9 (0,6-1,5) 0,772
Sexo
Masculino 1,0 (0,9-1,2) 0,631
Leucometria (x10%L)
>10 1,0(0,7-1,3) 0,904
Mutacdes tipo Il @
CBF 0,7 (0,6-0,0) 0,060
KMT2A-r 1,1(0,8-1,6) 0,647
Mutacdes tipo | @
FLT3 1,4(1,0-2,0) 0,058
KRAS/NRAS/KIT 0,8 (0,5-1,3) 0,376
PTPN11 2,1(1,2-3,6) 0,006
Mutagoes tipo | concomitantes
Mais de uma mutacdo 1,9 (1,0-3,6) 0,056

@ Andlises realizadas entre 0s grupos positivos e negativos para a
alteracdo molecular. IC, intervalo de confianca; CBF, alteragédo no
fator de ligagcdo ao nucleo (incluem os casos com RUNXI1-
RUNX1T1e CBFB-MYH11); RR, raz&o de risco.
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5.5. SOBREVIDA GLOBAL DOS CASOS DE LEUCEMIA
PROMIELOCITICA AGUDA

As andlises de sobrevida para os casos de LPA foram realizadas para os
casos diagnosticados apos o ano de 2002. O Obito nos primeiros 10 dias apds o
diagndstico ocorreu em 29,8% (34/114) dos casos e esses pacientes foram
excluidos das analises. A pSG dos casos de LPA foi de 68,2+6,2%, com média de
sobrevida de 45,1 meses (IC 95% 39,3-50,9 meses; mediana ndo alcancada),
comparada a pSG dos casos de LMA de novo de 38,1+3,1% (p=0,001), conforme
representado na Figura 5.8. Os casos diagnosticados entre os anos de 2002-2008
apresentaram sobrevida melhor que aqueles diagnosticados nos ultimos 9 anos do
estudo (2009-2017), com pSG de 83,7£7,8% e 60,4+8,8%,
respectivamente (p=0,040; Figura 5.8; Tabela 5.10).

A LPA versus LMA de novo B Ano de diagnéstico
1.0 1.0 L
\ |
0.8— —\_\—‘_‘— 0.8
0.6 0.6
? 2
Q Qo
0.4— 0.4—
0.27  _r LPA (n=78, 21 eventos; 68,2+6,2%) 027 _r 2002-2008 (n=30, 4 eventos; 83,7+7,8%)
LMA de novo (n=339, 169 eventos; 38,1+3,2%) 2009-2017 (n=48, 16 eventos; 60,418,8%)
0.0 p=0,001 0.0 p=0,040
I | T T | T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Tempo (meses) Tempo (meses)

Figura 5.8. Sobrevida global dos casos de LPA diagnosticados apdés o ano de 2002.
Probabilidade de sobrevida global (pSG) dos casos de LPA em relagdo aos casos LMA de
novo (A) e de acordo com o periodo de diagnéstico (B).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas da pSG para

0s casos de LPA de acordo com as demais variaveis analisadas (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10. Analise univariada para a probabilidade de sobrevida global dos casos

de LPA, Brasil, 2002-2017

Andlise univariada & P

N (N de pSG em 5 Média ¢,
eventos) anos, (EP) (IC 95%) P
Periodos de diagnostico 0,040
Primeiro periodo (2002-2008) 30 (4) 83,7 (7,8) 53,6 (46,7-60,4)
Segundo periodo (2009-2017) 48 (16) 60,4 (8,8) 39,8 (31,8-47,8)
Subtipo de leucemia 0,001
Leucemia promielocitica aguda 78 (21) 68,2 (6,2) 45,1 (39,3-50,9)
Leucemia mieloide aguda (ndo LPA) 339 (169) 38,1(3,1) 30,5(27,4-33,5)
Regibes geogréficas de tratamento 0,734
Norte/Nordeste 29 (6) 74,2 (10,1) 49,1 (40,6-57,6)
Sul/Sudeste 26 (8) 64,1 (11,0) 43,2 (33,2-53,5)
Centro Oeste 23 (6) 70,6 (10,5) 44,7 (33,7-55,8)
Idade (anos) 0,341
<2 1(0) - e
>2-10 42 (8) 71,8 (9,7) e
211 35(12) 64,8 (8,3) €
Cor da pele 0,185
Negros 5 (0) - e
Nao negros 67 (20) 64,1 (7,2) e
Sexo 0,999
Feminino 38(10)  67,2(9,2) 46,1 (38,1-54,1)
Masculino 40 (10) 72,3 (7,7) 45,5 (37,3-53,7)
Leucometria (x109/L) 0,748
<10 45(11)  71,2(7,9) 46,4 (38,9-53,9)
>10 32 (9) 66,4 (10,1) 44,6 (35,5-53,5)
MutacGes tipo | d
FLT3 17(6) 54,4 (15,6) 40,6 (27,7-54,9) 0,412
KRAS/NRAS 8 (0) - e 0,135

a Anadlises realizadas para os casos diagnosticados apds o ano de 2002 e excluindo os
casos de 6bito nos primeiros 10 dias ap6s o diagnéstico. ¢ Média de sobrevida em meses. ¢
Andlises realizadas na mesma variavel, considerando as categorias com/sem alteracéo. ¢
Média nado calculada porque todos casos foram censurados. EP, erro padrao; IC, intervalo
de confianca; LPA, leucemia promielocitica aguda; N, ndmero; pSG, probabilidade de
sobrevida global. Andlises estatisticas realizadas com o teste log rank.

90



5.6. ALTERACOES MOLECULARES RARAS NAS LMAs PEDIATRICAS

As alteracdes genéticas recorrentes RUNX1-RUNX1T1, KMT2A-r, CBFS-
MYH11 e PML-RARa foram identificadas em 18,1%, 21,6%, 6,6% e 19,9%,
respectivamente. Nas amostras dos casos negativos para essas alterages, foram
pesquisadas as fusdes génicas consideradas raras em LMA pediatrica,
representadas por NUP98-r, DEK-NUP214, RBM15-MKL1 e CBFA2T3-GLIS2. A
Figura 5.9 representa os fragmentos de 627pb, 242pb e 135pb, para as alteracdes
CBFA2T3-GLIS2, RBM15-MKL1 e NUP98-NSD1, respectivamente.

A B

6789PM10111213

627 pb

242 pb
135 pb

Figura 5.9. Gel de agarose a 1,5% com os transcritos de fusdo NUP98-NSD1 (A), RBM15-
MKL1 e CBFA2T3-GLIS2 (B). 1,2,6,8-11,13: Amostras negativas; 3-5: amostras
apresentando o transcrito NUP98-NSD1; 7: amostra apresentando o transcrito RBM15-
MKL1; 12: amostra apresentando o transcrito CBFA2T3-GLIS2. Pb, pares de bases;
PM, padrao de peso molecular de 100 pares de bases (Invitrogen, CA, USA).

Os fragmentos amplificados nas reacdes de PCR foram isolados do gel de

agarose sequenciados. A Figura 5.10. representa a fusdo NUP98-NSD1 amplificada
pela reacdo de RT-PCR referente aos casos #288/13 (A), #332/15 (B) e #191/14 (C).
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#288/13

NUP98 CTACGACAGCCACTTTGGG GGAGCCCCCCAGGCCCCAGTAGCTTTGACAGATCCAAATGCTTCTGCTGCCCAGCAGGCTGTTCTCCAGCAGCACATCAATAGTC

NUP98-NsD1  TCTACTACGCCACTTTGGGCTTTGGAGCCCCCCAGGCCCCAGTAGCTGTGCGGTCAGAGAAGAAACGCCTTAGGAAGCCAAGCAAGTGGC GGAATATACAGA

NsD1 AGGAATTCCCAGTTTGACACCACAGGCTGAGCTCCCTGAACCAGCTGTGCGGTCAGAGAAGAAACGCCTTAGGAAGCCAAGCAAGTGGC GGAATATACAGA

NUP98 (exon 12) ', NSD1 (exon 6)

TCTACTACG CCACT T TG GGCTITIG 6 AGCCCCCCAGE CC CAG TAGCTGTGCGEGTCAG A6 ARAARACGCCT TAG G 2AGCCARG C

GRCh38.p10

#332/15

NUP98 GGGCCCCTGGATTTAATACTACGACAGCCAC GGGC GGAGCCCCCCAGGCCCCAGTAGC GACAGATCCAAATG

NUPS8-NSD1  TCTTGGTACAGGAGCCTTTGGGGCCCCTGGATTTAATACTACGACAGCCACTTTGGGCTTTGGAGCCCCCCAGGCCCCAGTAGCTGTGCGGTCAGAGAAG

NsD1 GATAAATCCAGTGCCAGCATTGGTGACATGGAAGAGCCAGGAATTCCCAGTTTGACACCACAGGCTGAGCTCCCTGAACCAGCTGTGCGGTCAGAGAAG

NUP98 (exon 12) l NSD1 (exon 6)

CIGIG CGT CAGA

GRCh38.p10

#191/14

NUP98 GGGCCCCTGGATTTAATACTACGACAGCCAC GGGC GGAGCCCCCCAGGCCCCAGTAGC GACAGATCCAAATG

NUP98-NsD1  TCTTGGTACAGGAGCCTTTGGGGCCCCTGGATTTAATACTACGACAGCCACTTTGGGCTTTGGAGCCCCCCAGGCCCCAGTAGCTGTGCGGTCAGAGAAG

NsSD1 GATAAATCCAGTGCCAGCATTGGTGACATGGAAGAGCCAGGAATTCCCAGTTTGACACCACAGGCTGAGCTCCCTGAACCAGCTGTGCGGTCAGAGAAG

NUP98 (exon 12) & NSD1(exon 6)

Figura 5.10. Sequéncias de fusdo entre os genes NUP98 e NSD1 dos transcritos
identificados na reacdo de RT-PCR em trés pacientes distintos (A, B e C). As barras que
ligam os nucleotideos nas sequéncias superiores correspondem as bases complementares
entre a sequéncia referéncia e aquelas identificadas pela técnica de sequenciamento de
Sanger. Os eletroferogramas foram gerados como resultado do sequenciamento. A
marcacdo em rosa (B e C) corresponde a regido complementar ao iniciador senso utilizado
para a amplificacdo e sequenciamento da regiao.
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O resultado do sequenciamento dos transcritos amplificados nas reacdes de
RBM15-MKL1 e CBFA2T3-GLIS2 esta representado na Figura 5.11.

#001/17

RBM15  CCCCTGCCAAGGCACTGGCCAAATCTGAAGAAGATTACCTGGTCATGATCATTGTCCGTGGGTTTGG CAGATAGGAGTTAGGTATGAGAACAAGAAGAG

rBM15-MKL1 CCCCTGCCAAGGCACTGGCCAAATCTGAAGAAGATTACCTGGTCATGATCATTGTCCGTGCTTTIGAAAAGTCCAGCCGCATTTCATGAGCAGAGAAGGAGCTT

MKL1 TGAAACTCCAGCAGCGCCGGACCCGGGAAGAACTGGTGAGCCAAGGGATCATGCCGLC GAAAAGTCCAGCCGCATTTCATGAGCAGAGAAGGAGCTT

RBM15 (exon 1) 3} MKL1 (exon 5)

Al

GRCh38.p10

#420/13

CBFA2T3  AGGCCTCCGAGGACGCCCTGACGGTCATCAACCAGCAGGAGGACTCCAGCGAGAGCTGCTGGAACTGCGGGCGGAAAGCCAGTGAGACGTGCAGCGGLT

CBFA2T3-GLIS2 AGGCCTCCGAGGACGCCCTGACGGTCATCAACCAGCAGGAGGACTCCAGCGAGGACTTCCAGCCACTGCGCTATTTGGATGGTGTCCCCAGCTCCTTCCAGT

GLIS2 TGTCCCCCGAGCGCCAGGGCAACGGGGACCTGCCTCCAGTGCCCAGTGCCTCGGACTTCCAGCCACTGCGCTATTTGGATGGTGTCCCCAGCTCCTTCCAGT

CBFA2T3 (exon 11) 3 GLIS2 (exon 5)
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Figura 5.11. Sequéncias dos transcritos RBM15-MKL1 e CBFA2T3-GLIS2 identificados na
reagcdo de RT-PCR. As barras que ligam o0s nucleotideos nas sequéncias superiores
correspondem as bases similares entre a sequéncia referéncia e aquelas identificadas pela
técnica de sequenciamento de Sanger. A. Sequéncias de fusdo entre os genes RMB15 e
MKL1 do caso #001/17. B, Sequéncias de fusdo entre os genes CBFA2T3 e GLIS2 do caso
#420/13.

GRCh38.p10

ApoOs a padronizacdo da técnica de FISH, a alteracdo DEK-NUP214 foi
investigada em 64 casos selecionados, como primeiro grupo de andlise, pela
presenca de mutacbes no gene FLT3 (frequentemente associada com DEK-
NUP214), sendo que nenhum deles apresentou a alteragéo.

Quebras no gene NUP98 foram pesquisadas em 70 casos de LMA de novo,

selecionados randomicamente, e identificadas em 12 casos, representando 2,8%
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das coorte total analisada molecularmente. Foram buscadas as fusdes de NUP98
com os parceiros NSD1 e HOXD13. Foram identificados 4/48 (8,3%) e 3/17 (17,7%)
casos apresentando as fusées NUP98-NSD1 e NUP98-HOD13, respectivamente.

A fusédo génica CBFA2T3-GLIS2 foi investigada entre os casos de LMA de
novo, nao LPA, diagnosticados apés o ano de 2010 devido a maior disponibilidade
de material biologico viavel para a realizagdo da técnica. Foram analisados 36/142
casos e desses, 1 caso (2,7%) apresentou a alteracdo. Este, um paciente do sexo
masculino, diagnosticado com LMA megacarioblastica aos 15 meses de vida, com
contagem de leucécitos ao diagndstico de 28,9x10° células/L, evoluiu para 6bito 5
dias apdés o diagnaostico.

A alteracdo RBM15-MKL1, exclusiva dos casos de LMA com idade <2 anos

ao diagndstico, sera descrita no topico a seguir.
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5.7. CARACTERIZACAO DA COORTE DE LMA INFANTIL (s2 ANOS DE
IDADE)

A menor idade dos casos ao diagnostico foi de 1 dia, observada em 3
pacientes, além de outros 2 casos com 4 e 14 dias de vida, ambos considerados
como leucemia congénita. Entre esses, a mediana de leucometria foi de 126x10°
células/L e em 4/5 casos foi possivel investigar a presenca de alteracbes
moleculares. Os KMT2A-r foram identificados em 2 casos (KMT2A-MLLT1 e KMT2A-
MLLT3) e, nos demais, foram observadas as alteracbes citogenéticas del7q e
t(2;19)(q31;913.2), respectivamente, segundo informacfes disponibilizadas pelo
meédico do paciente.

Diferentes prevaléncias dos subtipos de LMA foram observados de acordo
com a idade e com KMT2A-r, que nos pacientes com idade <2 anos, correspondeu a
30,7% (55/179). As principais diferencas dos subtipos morfoldgicos/imunofenotipicos
entre as LMAs nos pacientes com idade <2 anos e >2 anos foram representadas
pela alta frequéncia da LMA com diferenciacdo monocitica/monoblastica e
megacarioblastica na LMA infantii (<2 anos de idade; 24,6% e 23,5%,
respectivamente) e maior frequéncia dos subtipos com maturacdo e de LPA nos
casos de LMA pediatrica (>2 anos de idade; ambos com 15,3%), conforme descrito
na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11. Caracteristicas demograficas e subtipos de classificacdo das LMAs de
acordo com a idade, Brasil, 2000-2017

Casos com Casos com
idade <2 anos  idade >2 anos
LMA infantil, LMA pediatrica,
n (%) n (%) b
Regides geograficas brasileiras <0,001
Norte 1(0,6) 5(0,8)
Nordeste 65 (36,3) 311 (51,1)
Sul 22 (12,3) 15 (2,5)
Sudeste 49 (27,4) 149 (24,5)
Centro Oeste 42 (23,5) 129 (21,2)
Sexo 0,505
Feminino 85 (47,5) 272 (44,7)
Masculino 94 (52,5) 337 (55,3)
Leucometria (x10°/L) 0,051
<10 43 (24,9) 194 (32,7)
>10 130 (75,1) 400 (67,3)
Classificagéo
morfolégiga/imunofenotl’pica a <0,001
LMA minimamente diferenciada 7(3,9) 27 (4,4)
LMA sem maturagéo 7 (3,9) 45 (7,4)
LMA com maturagéo 9 (5,0) 93 (15,3)
LPA 6 (3,4) 93 (15,3)
Leucemia mielomonocitica aguda 50 (27,9) 138 (22,7)
Leucemia aguda
monocitica/monoblégstica 44 (24.6) 59 (3.7)
Leucemia aguda eritroide 4(2,2) 11 (1,8)
Leucemia megacarioblastica aguda 42 (23,5) 25 (4,1)
Leucemia aguda de fen6tipo misto
° mieloiderr 1 (©9) 8(1.3)
LMA sem especificacdo de linhagem 9 (5,0) 52 (8,5)
Total 179 (22,7) 609 (77,3)

LMA, leucemia mieloide aguda; LPA, leucemia promielocitica aguda; n, nUmero de
casos. Andlises estatisticas realizadas com o teste qui-quadrado.

A fusdo RUNX1-RUNX1T1 foi identificada em 5,7% (9/158) dos casos. O
baixo nimero de casos com essa alteracdo impede uma andlise com poder
estatistico, mas observou-se que, entre eles, a maior parte deles era do sexo
masculino (77,8%; 7/9). Entre os demais subtipos, n&o foram observadas diferencas
nas frequéncias entre 0s casos com ou sem alteracao geneética.

A fusdo génica RBM15-MKL1 foi investigada entre os casos de LMA infantil
com diferenciacdo megacarioblastica. Trinta e dois casos foram elegiveis para essa

pesquisa, por ndo apresentarem outras alteracdes tipo Il recorrentes. Destes, 11
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casos (34,4%) nado apresentavam material biolégico para as analises moleculares.
Entre os demais, RBM15-MKL1 foi identificada em 10,5% (2/19) dos casos,
correspondendo a 1,1% do total da coorte de LMA infantil (Figura 5.12).

A frequéncia das alteracdes genéticas identificadas nas LMAs infantis esta
representada na Figura 5.12, incluindo 3 casos apresentando a fusdo génica
MYST3-CREBBP. Essa alteracao foi investigada em estudos prévios (ANDRADE et
al.,, 2016a) em anexo) em lactentes com LMA apresentando eritrofagocitose na
analise morfologica de esfregaco da MO. Quarenta e nove porcento dos casos nao

apresentou nenhuma alteracao genética recorrente.

- . MYST3-CREBBP; 1,7% : "
RBM15-MKL1; 1,1% ’ . Leucemia de fenétipo LMA sem especificacdo de linhagem; 5,0%
NUP98-r; 3,9% CBFA2T3-GLIS2; 0,6% misto mieloide/T; 0,6%

LPA, PML-RARq; 3,4%

LMA minimamente diferenciada; 3,9%

LMA sem maturacdo; 3,9%
CBFB-MYH11; 3,2%

LMA com maturagdo; 5,0%
RUNX1-RUNX1T1;
5,7%

Leucemia
megacarioblastica
aguda; 23,5%

Leucemia aguda
eritroide; 2,2%

Figura 5.12. Distribuicdo dos casos de LMA com idade <2 anos de acordo com os subtipos
genéticos e com a classificacdo morfologica. NOS, sigla em inglés para not otherwise
specified (n&o especificado de acordo com as alteragdes moleculares).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
variaveis selecionadas nos casos de LMA infantil. Devido ao pequeno numero de
casos, as demais alteracbes moleculares ndo foram incluidas nas analises de
sobrevida global (Tabela 5.12).
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Tabela 5.12. Analise univariada da probabilidade de sobrevida global dos casos de
LMA com idade <2 anos, Brasil, 2000-2017

Analise univariada 2

N (N de pSG em 5 Mediana ®,
eventos) anos, (EP) (IC 95%) P
Periodos de diagnostico 0,074
Primeiro periodo (2000-2008) 81 (51) 27,7 (5,7) 10,3 (6,3-16,4)
Segundo periodo (2009-2017) 59 (25) 40,1 (11,0) 53,8 (11,0-95,6)
Regibes geogréficas de tratamento 0,710
Norte/Nordeste 53 (30) 29,9 (7,9) 13,1 (7,9-18,4)
Sul/Sudeste 52 (27) 42,4 (7,7) 13,8 (0,0-47,8)
Centro Oeste 35 (19) 25,5 (9,9) 7,3 (0,0-26,7)
Idade (anos) 0,236
<2 140(76)  33,1(51) 13,1(7,1-19,2)
>2 293(127) 37,6(3,7) 17,5(12,5-22,5)
Cor da pele 0,759
Negros 9 (5) 33,9(18,2) 29,9 (4,1-55,7)
N&o negros 128 (69) 36,9 (6,8) 12,6 (4,9-20,4)
Sexo 0,283
Feminino 67 (37) 27,4 (8,3) 8,1 (0,0-17,6)
Masculino 73 (39) 34,7(9,0) 19,6 (11,1-28,1)
Leucometria (x10°/L) 0,280
<10 30(18) 26,6 (9,5) 7,5 (0,0-15,5)
>10 105(56) 34,2(6,0) 15,3 (7,1-23,6)
Alteracdo molecular 0,891
KMT2A selvagem 83 (46) 31,3(6,9) 13,1 (6,9-19,4)
KMT2A-r 48 (26) 34,9(8,3)  7,1(0,0-24,2)

a Excluindo os casos de leucemia promielocitica aguda. P Mediana de sobrevida em
meses. EP, erro padréo; IC, intervalo de confianca; KMT2A-r, KMT2A rearranjado; N,
Andlises estatisticas realizadas com o

numero; pSG, probabilidade de sobrevida global.

teste log rank.

A pSG em 5 anos para 0s casos com idade <2 anos foi similar aos valores

encontrados para 0s casos >2 anos, conforme representado na Tabela 5.10 e Figura

5.13. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as

variaveis analisadas.
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LMA infantil versus LMA pediatrica

1,0—

»

0,8—

0,0— p=0,236

[ [ I I I [
0 12 24 36 48 60

Tempo (meses)

LMA infantil (<2 anos de idade) (n=140, 76 eventos; 33,1£5,1%)
-1 LMA pediatrica (>2 anos de idade) (n=293, 127 eventos; 37,6%3,7%)

Figura 5.13. Analise de sobrevida dos casos de LMA com idade <2 anos. Comparagao entre
a probabilidade de sobrevida global dos casos de LMA de lactentes (<2 anos de idade) e
demais casos de LMA pediatrica (>2 anos de idade)*. N, numero de casos; pSG,
probabilidade de sobrevida global. *Excluindo os casos de leucemia promielocitica aguda.
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5.8. A GENOMICA DA LPA PEDIATRICA

A média de cobertura para o paciente, para a amostra de remissao e para seu
irméao sem doencga foi de 80,3X, 51,2X e 42,6X, respectivamente. Oitenta e cinco
porcento das bases foram cobertas com o minimo de dez leituras para ambos o0s
exomas. O sequenciamento do exoma identificou 26.854 variantes germinativas nas
trés amostras analisadas: MO do paciente com LPA, SP ap0s sua remisséao e SP do
seu irmédo gémeo sem doenca. Do total, 2.052 (7,6%) corresponderam a variantes
novas, ou seja, que nado estdo descritas nos bancos de dados avaliados. As
variantes foram filtradas de modo a incluir: variantes heterozigotas e homozigotas
em todas as amostras, variantes que passaram nos filtros de qualidade do GATK,
variantes com impacto alto pelo VEP, variantes raras na populacao (frequéncia do
alelo variante <0,01%), e variantes com numero de reads >6 e 32 (para SNVs e
INDELS, respectivamente). Apos selecdo consecutiva nos filtros, 128 variantes com
predicdo de efeito de alto impacto foram identificadas (Figura 5.14). As variantes
com alto impacto que apresentaram divergéncia entre as amostras de remisséo e do

irmao representaram <2% do total de variantes identificadas.

» Total de variantes nas trés amostras

1

3 * Variantes que passaram nos filtros de qualidade no GATK
3 * Variantes com leituras >10

a » Variantes raras na populacdo (<0,01%)

£ * Variantes com impacto alto

128

Figura 5.14. Variantes geradas ap0s sele¢éo progressiva nos filtros de analise. Cinco filtros
consecutivos selecionaram as variantes germinativas, resultando em 128 variantes que
apresentam alto impacto.
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As consequéncias da anotacdo das variantes somaticas usando a ferramenta
VEP para as amostras do paciente com LPA e de seu irmdo sem doenca estéo
representadas na Tabela 5.13, com a descri¢cdo do total das variantes preditas como
patogénicas pelos softwares SIFT e Polyphen2. O percentual médio de variantes
missenses e sindnimas entre as trés amostras foi de 42,5% e 50,0%,
respectivamente. As demais classes de variantes representaram, em média, 6,8%

do total de variantes.

Tabela 5.13. Numero de variantes identificadas no sequenciamento do exoma do

paciente com LPA e seu irmdo sem doenca

Amostra Amostra de Irméao sem
tumoral remisséo doenca
Total de leituras mapeadas 2.433.131.938 1.956.835.981 1.659.173.962
Média de cobertura 73,9 59,4 50,4
Cobertura do exoma (%)
>10x 66,6 94,9 94,0
220x 52,4 84,2 81,4
>30x 45,3 71,8 66,8
Numero total de variantes 23.835 26.388 26.346
Razéo Ti/Tv 3,04 3,02 3,03
Raz&o NS/S 1,09 1,11 1,11
Numero total de SNVs 22.008 24.460 26.346
Classe das variantes
UTRs 122 133 131
Intergénicas 21 26 26
Intrbnicas 322 370 366
Missense 9.501 10.723 10.673
N&o codificantes 359 381 369
Regibes regulatérias 1 2 2
Aceptoras de splicing 5 7 7
Doadoras de splicing 16 18 18
Regibes de splicing 374 435 429
Perda do iniciador 10 12 11
Ganho de parada 62 71 72
Perda de parada 15 16 16
Retencédo de parada 8 9 9
Sinénimas 11.367 12.487 12.482
Downstream ao gene 89 91 92
Upstream ao gene 105 108 102
Outras 22 29 29
Predic&o de dano
SIFT 1.395 1.620 1.612
PolyPhen2 646 733 724

LPA, leucemia promielocitica aguda; INDEL, inser¢cbes e delegbes; NS, néo
sinbnimas; S, sindnimas; SNV, variagbes de nucleotideo Unico; Ti, transi¢do; Tv,
transversao; UTR, regido ndo traduzida.
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Para avaliar a probabilidade de variantes falso-positivas, foi calculada a razéo
de transi¢des/transversdes (Ti/Tv) e de variantes nao-sinbnimas/sinénimas (NS/S),
gue demonstrou que a chamada de variantes produziu um conjunto de dados de boa
gualidade (Tabela 5.13).

A comparacdo entre os exomas das amostras do diagnostico e da remissao
do paciente com LPA revelou 5888 variantes, sendo 75,1% representadas por SNVs
e, as demais, INDELs. As alteragcbes missense representaram a maior parte das
variantes em regides codificantes; as predicdes dos softwares SIFT e PolyPhen
demonstraram que a maior parte das variantes era tolerada/benigna (Figura 5.15).

1,9%

0,1% = Frameshift
0,1% = Perda de parada
3,4% = Parda de iniciador
Insercdo inframe
-2,7% Dele¢édo inframe
= Alteragdo na proteina

c
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= Sindénima

= Qutras

Figura 5.15. Percentual das variantes diferenciais entre a amostra tumoral e a amostra de
remissdo de acordo com as consequéncias na regiao codificante dos genes. A anotacdo das
variantes foi realizada com o VEP.

Na analise pareada entre a amostra tumoral e a amostra do irmao sem
doenca, foram identificadas 5911 variantes em 1551 genes. Dessas, 75,5%
correspondiam a SNVs e 24,5% a INDELS. A maior parte das variantes estava
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localizada nos cromossomos 19, 11 e 6 (15,4%, 13,4% e 9,6%, respectivamente) e 0
menor numero de variantes ocorreu nos cromossomos 18, 13 e 4 (0,2%, 0,7% e
1,2%, respectivamente). Apesar de estar em maior nimero nos cromossomos 9, 11
e 6, as variantes ndo estavam distribuidas de maneira homogénea ao longo dos

cromossomos, conforme representado na Figura 5.16.

Cromossomo 19

120
90
60
30

0

Posigcao (mb)
Cromossomo 11

300
225

150

75

R

Posicao (mb)

Cromossomo 6

Posigao (mb)

Figura 5.16. Distribuicdo das variantes nos cromossomos 19, 11 e 6 identificadas na andlise
pareada entre a amostra tumoral e a amostra do irmao sem doenca.

A frequéncia das variantes discordantes entre as amostras dos irmaos em
relacdo a consequéncia relacionada ao gene esta representada na Figura 5.17. De
acordo com a predicdo do SIFT e do PolyPhen2, a maioria das variantes era
tolerada ou benigna (68,8% e 72,8%, respectivamente). As variantes com impacto
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deletério para a proteina e provavelmente danosas representaram 25,8% e 15,4%

pelo SIFT e PolyPhen2, respectivamente.

2,3%  09% 1,8%

® Alteracdes de splicing
= Alteragdes no codon de parada
0,1% Frameshift
3.2% Parda de iniciador
Insercao inframe
—2,5% = Delegao inframe
Alteragao na proteina
'1,0% = Missense
® Sinénima
= Nao traduzidas

Figura 5.17. Percentual das variantes discordantes entre a amostra tumoral e a amostra do
irmao sem doencga de acordo com as consequéncias relacionadas ao gene. A anotagédo das
variantes foi realizada com o VEP. Alteracbes de splicing incluem variantes em regides de
splicing, doadoras ou aceptoras de splicing. AlteragBes no cédon de parada incluem ganho,
perda ou retencdo de parada. Alteracdes ndo traduzidas incluem variantes nas regioes
5UTR e 3'UTR, associadas a maturagdo de microRNA, em regides intrbnicas, upstream e
downstream da regido codificante.

Foi realizada uma andlise sitio-dirigida para 116 genes associados a
predisposicao genética para neoplasias mieloides ou a etiopatogénese das LMAs de
acordo com a literatura (Anexo F). Destes, 46 genes apresentaram variantes nas
amostras tumoral e de remissdo do paciente e do irmao sem doenca,
correspondendo a 133 variantes totais. Cinquenta e seis variantes (42,1%) foram do
tipo ndo sinbnimas. Os genes que apresentaram variantes estdo descritos na Tabela
5.14.
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Tabela 5.14. Genes investigados na analise sitio-dirigida que apresentaram
variantes entre as amostras do paciente com LPA (tumoral e remisséo) e do irméao

sem doencga

Genes associados a predisposicdo Genes associados a etiopatogénese das
genética para neoplasias mieloides leucemias mieloides agudas (n=25)
(n=21)

ANKRD26, ATG2B, ATM, BLM, BRCA1, ASXL1, ARID1B, BCOR, CBLB, CREBBP,
BRCA2, CTC1, DDX41, DKC1, EPCAM, CUX1, EP300, FLT3, GATA2, GATAS,
FANCA, FANCD2, FANCE, FANCI, GNAS, HERC1, HRAS, IDH2, IKZF1,
FANCM, GFI1, MSH6, PMS2, RBBP6, JAK2, KDM5A, KRAS, PTPN11, TP53,
RTEL1, WRAP53 U2AF2, WT1, XRCC1, XRCC3, ZRSR2

Na Tabela 5.15 estdo descritas as alteracfes presentes em pelo menos uma
amostra. A maioria das variantes foi considerada benigna ou nao patogénica,
contudo, quatro variantes foram caracterizadas como deletérias e possivelmente
danosas de acordo com os bancos de dados SIFT e Polyphen, nos genes ASXL1,
BRCA1l, FANCD2 e FLT3. Outras duas variantes, apresentaram genaétipo
discordante nas amostras analisadas. A variante p.GIn1383Glu no gene ATG2B néo
foi identificada na amostra tumoral (0/0) foi identificada como heterozigota (0/1) nas
amostras de remissdo e do gémeo sem doenca. A variante p.GIn65His no gene
FANCD2, por sua vez, nao foi identificada na amostra de remissao (0/0) e foi
identificada como heterozigota (0/1) nas amostras tumoral e do gémeo. Do total de
variantes ndo sindénimas identificadas nessa analise, em 8,9% (5/56) o resultado da

chamada de variantes néo foi conclusivo (./.) (Tabela 5.15).
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Tabela 5.15. Alteracdes nos genes relacionados as malignidades mieloides e a etiopatogénese das LMAs

Predi¢bes de dano

Gendtipo no Clinvar
Posigéo no Genotipo Genotipo na irméo sem Significado  Impacto PolyPhen
Gene cDNA 2 Consequéncia no tumor remissao doenca GMAF clinico VEP SIFT (score) (score)
ANKRD26 p.Phel514Leu Missense A. 1/1 1/1 0,3173 Benigna Moderado Tolerada (1) Benigna(0)
ANKRD26 p.Val1305lle Missense A. 1/1 1/1 0,3173 Benigna Moderado Tolerada (1) Benigna(0)
ANKRD26 p.GIn20Arg Missense 1/1 1/1 1/1 0,9447 Benigna Moderado Tolerada (1) Benigna(0)
Tolerada, baixa
ASXL1 p.Val751llle Missense 1/1 1/1 1/1 0,0196 Benigna Moderado confianca (1) Benigna(0)
Tolerada, baixa
confianga
ASXL1 p.Leu815Pro Missense 1/1 1/1 1/1 1 Sl Moderado (0,27) Benigna(0)
Tolerada, baixa
confianca
ASXL1 p.Argl1247Cys Missense 0/1 0/1 0/1 0,0008 Sl Moderado (0,19) Benigna(0)
Deletéria, baixa
confianca Poss. danosa
ASXL1 p.Leul325Phe Missense 1/1 1/1 1/1 0,029 Benigna Moderado (0,01) (0,854)
ATG2B p.llel567Thr Missense 1/1 1/1 1/1 0,9508 Sl Moderado Tolerada (0,99) Benigna(0)
Tolerada Benigna
ATG2B p.GIn1383Glu Missense 0/0 0/1 0/1 0,2498 Sl Moderado (0,9 (0,003)
ATG2B p.Asnl1124Asp Missense 1/1 1/1 1/1 0,9065 Sl Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
ATM p.Asn1983Ser Missense A. 1/1 1/1 1 Benigna Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
ATM p.lle2030Val Missense A. 0/1 0/1 0,0066 Sl Moderado  Tolerada(0,06) Benigna(0)
Prov. Benigna
BLM p.Vall32llle Missense 0/1 0/1 0/1 0,0671 Benigna Moderado  Tolerada(0,33) (0,003)
BRCA1 p.Pro871Leu Missense 0/1 0/1 0/1 0,885 Benigna Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
Poss. danosa
BRCA1 p.GIn356Arg Missense 0/1 0/1 0/1 0,0218 Benigna Moderado Deletéria (0,02) (0,795)
BRCA2 p.Val2466Ala Missense . 1/1 1/1 0,9758 Benigna Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
Missense e
CTC1 p.lle1005Val regido de splice 1/1 1/1 1/1 0,6635 Benigna Moderado Tolerada(1) Benigna(0)

Tabela 5.16. Continuacdo
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CTC1

CUX1
EPCAM
EPCAM

FANCA
FANCA
FANCA
FANCA

FANCA

FANCD2

FANCD2

FANCD2

FANCD2
FANCD2

FANCI

FANCI
FANCM
FANCM

FLT3

FLT3
GATA3
GATAS

p.lle820Val

p.Ala464Thr
p.Met115Thr
rs58450758

p.Alal435Thr
p.Gly809Asp
p.Gly501Ser
p.Thr266Ala

p.Alal81Val
p.GIn65His

p.llel72Met

p.Leu456Arg

p.GIn623Pro
p.Pro714Leu

p.Ala86Val

p.Cys742Ser
p.Thr77Ala
p.Serl75Phe

p.Thr227Met

p.Asp7Gly
rs501764
rs485411

Tabela 5.16. Continuacdo

Missense

Missense
Missense
Intronica

Missense
Missense
Missense
Missense

Missense
Missense
Missense
Missense

Missense
Missense

Missense

Missense
Missense
Missense

Missense

Missense
Upstream
Upstream

11

0/1
0/1
0/1

11
11
11
11

11

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

0/1
0/1
0/1

11

0/1
11
11

11

0/1
0/1
0/1

11
11
11
1/1

1/1

0/0

0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

0/1
0/1
0/1

1/1

0/1
1/1
11

11

0/1
0/1
0/1

11
11
11
1/1

1/1

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

0/1
0/1
0/1

1/1

0/1
1/1
11

0,9373

0,5591
0,6661
0,2091

0,0016
0,6667
0,624
0,6905

0,0533
0,0098
0,0196
0,0313

0,0831
0,1425

0,2598

0,265
0,0162
0,2059

0,5587

0,3736
0,9215
0,9062

Benigna

Sl
Benigna

Sl
Prov.
Benigna

Benigna
Benigna
Benigna

Benigna
Benigna
SI
Benigna

Sl
Benigna

Benigna

Benigna
Benigna
Benigna

Sl

Sl
Sl
Sl

Moderado

Moderado
Moderado
Modificador

Moderado
Moderado
Moderado
Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado
Moderado
Moderado

Moderado

Moderado
Modificador
Modificador

Tolerada(1)

Tolerada(0,32)
Tolerada(1)
Sl

Tolerada(0,27)
Tolerada(0,31)
Tolerada(1)
Tolerada(1)

Tolerada(0,3)
Tolerada(0,07)
Tolerada(1)
Tolerada(0,35)

Deletéria(0,02)
Tolerada(0,31)

Tolerada(0,1)

Tolerada(0,39)
Tolerada(0,54)
Tolerada(1)

Deletéria(0,01)
Tolerada, baixa
confian¢a(0,49)
Sl
Sl

Benigna(0)
Benigna
(0,006)
Benigna(0)
Sl
Prov. danosa
(0,945)
Benigna(0)
Benigna(0)
Benigna(0)
Benigna
(0,161)
Prov. danosa
(0,976)
Benigna
(0,019)
Poss. danosa
(0,862)
Poss. danosa
(0,862)
Benigna(0)
Benigna
(0,055)
Benigna
(0,006)
Benigna(0)
Benigna(0)
Poss.
danosa(0,69)

Benigna(0)
SI
SI
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HERC1 p.Glu3722Asp Missense 11 1/1 1/1 0,8744 Sl Moderado Tolerada(0,4) Benigna(0)

HERC1 p.lle2220Val Missense 0/1 0/1 0/1 0,366 Sl Moderado  Tolerada(0,28) Benigna(0)
HERC1 p.Thr1995Ala Missense 0/0 0/1 0/1 0,0341 Sl Moderado  Tolerada(0,82)  Benigna(0)
HERC1 p.Glyl696Ala Missense 1/1 1/1 1/1 0,8744 Sl Moderado  Tolerada(0,56) Benigna(0)
KDM5A rs757934909 UTR 0/1 0/1 0/1 0,0219 Sl Modificador Sl Sl
PMS2 p.Lys541Glu Missense 1/1 1/1 1/1 0,8832 Benigna Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
PMS2 p.Pro470Ser Missense 0/1 0/1 0/1 0,3582 Benigna Moderado  Tolerada(0,43) Benigna(0)
Benigna
RTEL1 p.Asnl124Ser Missense 0/1 0/1 0/1 0,0353 Sl Moderado Tolerada(1) (0,003)
Tolerada, baixa
RTEL1 p.GIn1066His Missense 1/1 1/1 1/1 0,7368 Benigna Moderado confian¢a(0,12)  Benigna(0)
Benigna/
resposta a Benigna
TP53 p.Pro72Arg Missense 1/1 1/1 1/1 0,3313 drogas Moderado  Tolerada(0,57) (0,045)
Tolerada, baixa
WRAP53 p.Arg68Gly Missense 1/1 1/1 1/1 0,4067 Benigna Moderado confianca(l) Benigna(0)
WRAP53 p.Ala522Gly Missense 0/1 0/1 0/1 0,9327 Benigna Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
rs6508&
WT1 CMO057468 Upstream 0/1 0/1 0/1 0,1508 Sl Modificador Sl Sl
WT1 rs3087923 Upstream 0/1 0/1 0/1 0,2802 Sl Modificador Sl Sl
XRCC1 p.Asn576Tyr Missense 1/1 1/1 1/1 1 Sl Moderado Tolerada(1) Benigna(0)
Resposta a
XRCC1 p.GINn399Arg Missense 1/1 1/1 1/1 0,7396 drogas Moderado  Tolerada(0,59) Benigna(0)
Fator de Benigna
XRCC3 p.Thr241Met Missense 0/1 0/1 0/1 0,2169 risco Moderado  Tolerada(0,17) (0,19)

a2 Nos casos em que a alteragdo ocorreu em uma regido ndo codificante, a anotacdo esta representada como rs (refSNP). As siglas dos aminoacidos estdo descritas
no Anexo G.

Sl, sem informagcdo. GMAF, frequéncia do menor alelo da variante, para todas as populacBes de acordo com 1000 genomes; prov., provavelmente; poss,
possivelmente; VAF, frequéncia do alelo variante.
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6. DISCUSSAO

6.1. A COORTE GERAL DE LMA PEDIATRICA

A leucemia é o tipo de cancer infantojuvenil mais incidente em todo o mundo
e a maior parte dos casos corresponde as leucemias de origem linfoide. As LMAs
representam ~20% dos casos de leucemia pediatrica e sdo caracteristicas da idade
adulta, mas, em ambas as faixas etarias, sdo doencas geneticamente complexas e
heterogéneas. A identificacdo de alteracbes gendmicas pouco frequentes s6 é
possivel em coortes robustas e entre grupos cooperativos de forma a possibilitar que
uma alteracdo muito rara seja encontrada.

NGs realizamos uma andlise de casos retrospectivos (2000-2014) e incidentes
(2015-2018) de LMA pediétrica que formam a maior série de casos de leucemia da
populacao brasileira e, portanto, com grande cobertura de base hospitalar. Ao longo
de 17 anos (janeiro de 2000 a dezembro de 2017), foram recebidos 4.150 casos de
LMA pediatrica para caracterizacdo molecular (antes do tratamento),
correspondendo a frequéncia de 19,4% do total de amostras recebidas no periodo.
Esse numero substancial de casos s6 foi possivel pela acdo conjunta dos médicos
colaboradores (Anexo H) que encaminharam as amostras bioldgicas dos pacientes
para a caracterizacdo imunofenotipica e molecular dos estudos epidemiolégicos,
criando condicbes particulares para o estudo da historia natural das leucemias
pediatricas. As instituicdes que fazem parte do Grupo Colaborativo para Estudo das
Leucemias Pediatricas representam cerca de 70% dos centros de tratamento onco-
hematoldgico pediatrico no territério brasileiro, considerando o niumero de casos de
leucemia esperado de acordo com os registros de cancer de base populacional e o
ndamero de casos incluidos no estudo (THULER; POMBO-DE-OLIVEIRA, 2016). A
organizacdo dessa rede se deu com propdésitos clinicos e académicos, buscando
incorporar na pratica clinica os marcadores moleculares para a classificacdo da
doenca como alto e baixo risco prognéstico com base no protocolo BFM-2004,
guiando, portanto, a estratificacdo terapéutica (RASCHE et al., 2018). Esses
marcadores foram incorporados a partir do ano de 2008, fato que motivou a analise
detalhada dos periodos anterior e posterior a 2008. Nés demonstramos que €

possivel o diagnéstico molecular realizado em um laboratério central.
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As leucemias pediatricas, como todos os tumores, sdo um produto de duas ou
mais alteracdes moleculares em uma célula tronco que € capaz de se dividir e se
manter indiferenciada. Além disso, por serem células sanguineas, apresentam uma
capacidade inerente de invaséo. Esses atributos estéo entre os pilares do cancer e
podem explicar porque as leucemias parecem necessitar menos alteracdes
genéticas que os tumores solidos para se estabelecer e evoluir (HANAHAN;
WEINBERG, 2011b; VOGELSTEIN et al., 2013). Essa simplicidade genética das
leucemias combinada ao curto periodo de exposicdo dos pacientes pediatricos
permitiu o delineamento do momento de origem do evento genético fundador
(alteragdo priméria) que, nas leucemias pediatricas € representado pelas
translocacdes cromossémicas e fusdes génicas (SCHNEIDAWIND et al., 2018;
WHITEHEAD et al., 2016). A necessidade de “individualizar” os pacientes em
grupos, relativamente, homogéneos com fatores bioldégicos comuns gera a
possibilidade de considerar essas informacdes para a estratégias de prevencao
priméria e estratificacdo de risco terapéutico. ApGs a analise abrangendo todas as
LMAs pediatricas (casos com idade <19 anos), nos consideramos essas
caracteristicas para definir os “grupos especiais” de LMA de acordo com a biologia
de cada um deles: LPAs e LMAs precoce (casos com idade de 0-2 anos). Dessa
forma, apos descrever o panorama geral das LMAs, caracterizamos molecularmente
0s demais subtipos e testamos as associacdes de risco entre os marcadores
moleculares e os dados clinico-demograficos dos pacientes. Nosso estudo tornou
possivel definir os subgrupos genéticos das LMAs e discorrer sobre a biologia da
doenca, adaptando as recomendacbes de diagnostico para o tratamento
(CREUTZIG et al., 2012). Ao longo dos anos, novas tecnologias foram incorporadas;
se por um lado, os dados suportam as questbes epidemioldgicas, por outro,
permitem achados novos e pouco usuais (POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2016).

O cancer pediatrico, generalizado como aquele que ocorre em criangas,
adolescentes e adultos jovens (<19 anos) é considerado raro quando comparado
com o cancer em adultos, correspondendo de 2-3% de todos os tumores malignos
registrados no Brasil. A estimativa realizada pelo INCA previu os maiores nimeros
de casos para as regides Sudeste e Nordeste, seguidas pelas Regides Sul, Centro-
Oeste e Norte (INCA, 2016).

Existem diferencas nos padrdes de incidéncia entre as populagdes europeias
e norte americanas: as maiores taxas de incidéncia foram descritas nos Estados

Unidos - apenas para a populacdo hispanica, com 160,6 casos/milhdo - e na
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Finlandia (173,2 casos/milhdo) e, as menores, na Inglaterra (122,1 casos/milh&ao)
(BARRINGTON-TRIMIS et al., 2016). No nosso estudo, nos identificamos diferencas
regionais na distribuicdo dos casos de LMA. Nos paises em desenvolvimento, 0s
registros de cancer de base populacional cobrem apenas uma parcela da populagéo
e as analises sdo afetadas pela checagem inadequada dos dados e variacdes
prejudicadas por fatores econdémicos. Sendo assim, as taxas reais de incidéncia de
leucemia infantil ainda podem ser subestimadas, apesar de os dados serem
reportados no cenario regional (DE SOUZA REIS et al., 2011; VALSECCHI;
STELIAROVA-FOUCHER, 2008). A maioria dos casos de LMA incluida no estudo foi
da regido Nordeste (47,3%), seguida das regides Sudeste (25,6%), Centro Oeste
(21,6%), Sul (4,7%) e Norte (0,7%) do Brasil. Esses numeros nao refletem a
incidéncia das regifes brasileiras, mas correspondem ao maior nimero de centros
colaboradores. Além disso, a maior representacdo de determinadas regibes pode
ser explicada pelo uso dos servicos publicos de saude. Localidades onde a maior
parte da populacdo apresenta menor status socioeconémico (medido pela renda
familiar e nivel educacional), o uso dos servi¢os publicos de salde é maior do que
dos servigos privados (POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2016). Em relagdo a regido
Norte, ela s6 passou a ser incluida no estudo a partir de 2015 e fatores logisticos
ainda precisam ser melhorados. A distdncia geogréfica dificultou o envio das
amostras que, para as analises moleculares, precisam ser processadas em até 48h
apos a coleta.

As LMAs ocorrem em todas as idades, mas o perfil genémico de cada faixa
etaria € muito diferente, o que estd associado a etiologia da doenca. Nossa
distribuicdo de frequéncia de acordo com a idade demonstrou um maior nimero de
casos com idade <2 anos. De fato, de acordo com dados de registros de cancer
base populacional, essa é a faixa etaria com maior incidéncia de LMA entre a
populacdo pediatrica. Além disso, na nossa coorte, ha maior adesdo dos médicos
colaboradores para os estudos epidemiol6gicos das leucemias de lactentes.

Diferentes fatores do hospedeiro, como sexo, raca, indice de massa corporal
e polimorfismos genéticos ja apresentaram risco associado ao desenvolvimento da
LMA (revisado em RADHI; MESHINCHI; GAMIS, 2010). Criangas do sexo masculino
apresentam maior risco de cancer que criancas do sexo feminino (KAATSCH, 2010)
e a incidéncia de LMA difere de acordo com o género (DORES et al., 2011). Nos
demonstramos uma frequéncia equivalente de pacientes do sexo masculino e

feminino (54,4% e 45,6%, respectivamente). Frequéncias similares foram
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observadas na populagcdo germanica (CREUTZIG et al.,, 2008, 2011), norte-
americana (PUI et al., 2000) e japonesa (HORIBE et al., 2013).

Extrapolar o tratamento ao longo do espectro de idade dependeria do
pressuposto de que todas as ocorréncias de LMA estdo sujeitas a uma mesma
etiologia. Por isso, as LMAs devem ser consideradas em relacdo a faixas etarias,
mesmo entre 0s pacientes que sdo classificados como pediatricos (CHAUDHURY et
al., 2015). As LMAs da idade precoce, aqui referidas como LMA infantis (traduzidas
do inglés infant, termo usado para lactentes e criangas entre 1-2 anos de idade),
sdo, em sua maioria, de origem intrauterina (revisado em POMBO-DE-OLIVEIRA et
al., 2016). No outro extremo, estdo os adolescentes e os adultos jovens (>15 anos),
que compreendem uma faixa etéria intermediaria entre a oncologia pediatrica e a
oncologia de adultos. CREUTZIG et al. (2008) demonstraram que pacientes com
idade entre 13 e 21 anos apresentam uma sobrevida discretamente inferior a de
criancas mais novas. Existem algumas controvérsias em relacdo a faixa etaria que
deve ser considerada como adolescente e adulto jovem e ainda ndo ha consenso
sobre qual o limite de idade para classificar as LMAs como pediatricas. O padrdo da
incidéncia de cancer entre adolescentes (13-19 anos) e adultos jovens (>19-29
anos) é diferente tanto da crianca com idade inferior a 13 anos) quanto do adulto
(INCA, 2016). NOs consideramos pacientes pediatricos até 19 anos de idade,
seguindo DOLL et al. (1996).

Noés estratificamos os pacientes em idade <2 anos de idade (22,3%), >2-10
anos (38,6%) e >10 anos (39,1%). CREUTZIG et al. (2012b) avaliaram a resposta ao
tratamento de 615 casos de LMA pediatrica separados em grupos com idade <1
ano, 1-<2 anos e <10 anos. Todos os pacientes <1 ano-idade foram classificados
como alto risco, exceto 4% dos casos que apresentavam caracteristicas de risco
padrdo (com diagndstico de LMA com os subtipos FAB M1/M2 e bastonetes de Auer
observados morfologicamente, subtipos FAB M3, M4 com eosinofilia, alteracdes
moleculares PML-RAR«a, RUNX1-RUNX1T1 ou CBFpS-MYHL11, considerados bons
respondedores). Os grupos de pacientes com idade <1 ano e entre 1-<2 anos
apresentaram caracteristicas similares de hiperleucocitose, subtipos morfolégicos
M4/M5 e M7, envolvimento do SNC ou 6rgdos extramedulares, e KMT2A-r, que
foram mais frequentes do que na faixa etaria 22-10 anos-idade. PUI et al. (2000)
também descreveram que criangas com LMA e idade <2 anos, em geral,
apresentam caracteristicas de LMA de risco intermediario e de alto risco e,

BALGOBIND et al. (2011) observaram diferencas nas alteracdes genéticas entre
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criancas com LMA <2 anos-idade e >2 anos-idade. Embora as caracteristicas
descritas ndo sejam sugestivas de que o tratamento com base na idade possa
beneficiar os pacientes, diferencas bioldgicas podem levar a diferentes estratégias
de tratamento para as categorias de idade. A idade reflete a biologia da doenca, sua
origem pré-natal e, consequentemente, a variagcdo na frequéncia das alteracoes
moleculares.

Historicamente, caracteristicas que pareciam ser inerentes as leucemias
incluiam fatores como contagem de leucocitos ao diagndstico e fenotipo do blasto
leucémico. CREUTZIG et al. (1999) demonstraram que a leucometria foi um fator
prognostico para as LMAs, sendo que, casos com leucometria <20x10°%L foram
associados a um prognéstico melhor e, casos apresentando leucometria >100 x10°/L
foram associados a progndstico adverso. Portanto, a leucometria ao diagnostico
demonstrou ser uma variavel para a sobrevida; alta leucometria estd associada a
menor sobrevida (CREUTZIG et al., 1999). Isso pode ser explicado pela interacao
entre as células leucémicas e as células endoteliais dos vasos sanguineos por meio
de moléculas de adesdo. Esse processo é ativado por citocinas inflamatérias que
sdo produzidas pelos blastos leucémicos. A viscosidade do sangue e os agregados
leucémicos passam a ocupar a maior parte do lamen vascular causando hipoxemia
e dano local (STUCKI et al., 2001).

Na nossa coorte, a distribuicdo dos casos em relacdo a leucometria néo
apresentou distribuicdo normal. Quando considerada uma variavel continua, para
avaliar a associacdo da leucometria com os marcadores moleculares, ndés o
utilizamos o teste de Mann-Whitney (U), que testa a igualdade das medianas e
permite mais generalidade dos resultados. Quando considerada uma variavel
categodrica, nés definimos arbitrariamente duas categorias: <10x10%L vs. >10x109/L.
Estudos demonstraram evidéncias do impacto da leucometria ao diagostico na
conduta clinica das LPAs (TESTA; LO-COCO, 2016). Usando como ponto de corte a
contagem de leucécitos de 10x10%L, a alta leucometria confere risco de morte
precoce e recaida para as LPAs (PARK et al., 2011). J& para as LMAs, nao existe
consenso, por isso, a identificacdo de mecanismos biolégicos responsaveis pela
proliferacdo e sobrevivéncia celular levando a leucocitose proporcionam meios mais
efetivos de avaliagdo do risco de falha no tratamento, tornando-se ferramentas mais
relevantes de serem estabelecidas ao diagndstico. Eventos moleculares que

medeiam a leucemogénese mieldide e levam a leucocitose incluem mutagdes FLT3-
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ITD (FENSKI et al., 2000; HAYAKAWA et al., 2000; KIYOI et al., 1998) e mutacdes
em KRAS, entre outros (BRAUN et al., 2004; SABNIS et al., 2009).

NOs avaliamos a associacao entre a cor da pele e as alteracdes moleculares.
Apesar de nao observarmos diferencas, € importante considerar a variavel “cor da
pele” para a populagcado brasileira, que apresenta uma origem étnica unica, como
resultado de um intenso processo de mistura genética desde os tempos coloniais e
gue ainda estéd acontecendo, 0 que torna nossa populacdo Unica. Diferencas raciais
ja foram associadas a sobrevida, sendo que pacientes negros apresentaram
sobrevida pior do que os correspondentes de cor da pele branca (CHILDREN’S
ONCOLOGY GROUP et al.,, 2006). Diferencas entre criancas hispanicas e nao
hispanicas de cor da pele branca ja foram descritas nos Estados Unidos (LI et al.,
2008).

A baixa ocorréncia de algumas mutacfes nas LMAs pediatricas sugere que
seus eventos patogénicos sao diferentes da LMA do adulto: esse foi o fundamento
para a selecéo das alteracdes moleculares desse estudo. Por exemplo, mutagdes
em NPM1 e CEBPA sé&o ausentes nas LMAs de criangas <2 anos de idade, ocorrem
em 5-10% dos casos pediatricos e ~35% dos casos em adultos (GREEN et al., 2010;
HO et al.,, 2009; HOLLINK et al., 2009; TASKESEN et al., 2011; THIEDE et al.,
2006). Mutacdes em NPM1 sdo uma alteracao diretora (driver) tardia e nao € unica,
i.e., apresenta alteragdes concomitantes que modificam o curso clinico. Apesar
disso, a avaliacdo desses genes sera considerada para estudos posteriores no
grupo.

Mutacbes em TP53, que estdo associadas ao cariotipo complexo e outras
alteracdes cromossOmicas, caracterizam um subgrupo da LMA do adulto (6% dos
casos) (PAPAEMMANUIL et al., 2016). As mutacbes em TP53 identificadas por
BOLOURI et al. em uma coorte pediatrica representaram <1% do total (BOLOURI et
al., 2017). Esses dados reforcam que os programas de progressao tumoral que sao
criticos em adultos (como a instabilidade genémica que aumenta com a idade)
podem ser desnecessarios nas criancas, resultando em susceptibilidade diferente
para o desenvolvimento da LMA (CHAUDHURY et al., 2015). Ley et al. identificaram
mutacdes em DNMT3A em ~20% das LMAs do adulto, como um evento precoce que
resulta na producédo de clones pré-leucémicos e predizem a resposta terapéutica
(LEY et al.,, 2010). Alteragbes no DNMT3A sdo quase ausentes nos casos
pediatricos e ndo existem evidéncias de que sua origem possa ser intrauterina (HO

et al., 2011; THOL et al., 2011). Por outro lado, existem alteracdes que sdo mais
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prevalentes nos casos pediatricos do que nos adultos, como o KMT2A-r (38% vs.
2%, respectivamente), ou sdo ausentes nos adultos, como NUP98-NSD1, CBFA2T3-
GLIS2 e RBM15-MKL1.

Uma mesma alteracdo molecular pode levar a destinos diferentes de
autorrenovacao, transformacéo e expresséo génica por influéncia das caracteristicas
dependentes da idade da célula (CHAUDHURY et al., 2015). A paisagem gendmica
das leucemias revelou subgrupos genéticos que direcionaram nossa atencao para a
arquitetura clonal das LMAs, com mutacfes secundarias que ocorrem em estagios
posteriores da evolucdo tumoral, como as mutacbes em genes de vias de
proliferacdo. NOs avaliamos os principais pontos de mutacdo nos genes K/N-RAS,
FLT3, KIT e PTPN11: D835 e ITD (éxons 11/12) no FLT3; éxons 8 e 17 no KIT; éxon
3 no PTPN11 e éxon 1 em K/N-RAS. Alguns estudos recomendam a investigacao do
éxon 2 de K/N-RAS (cédon 61), que se mostraram em frequéncia muito baixa nas
LMAs pediatricas (0,6-3,2%) e ndo foram incluidos no estudo (AL-KZAYER et al.,
2015; SANO et al.,, 2012); https://pecan.stjude.cloud/bubble/HM-AML), o que

minimiza nossa perda.

Incorporar uma classificacdo padrdo é um pré requisito para comparacoes
epidemioldgicas e biolégicas. A OMS tem sido fundamental para o estabelecimento
dessas classificacOes a partir de recomendacdes dos grupos cooperativos European
LeukemiaNet e BFM, que estudam a LMA e pediatrica do adulto, respectivamente
(CREUTZIG et al., 2012; DOHNER et al., 2017). As diferencas bioldgicas idade-
dependentes impactam diretamente na sobrevida (revisado em CHAUDHURY et al.,
2015). Apesar de a classificacdo molecular da OMS se aplicar para casos adultos e
pediatricos, a no¢cdo de que existem particularidades em ambos deve ser avaliada
entre os testes de diagnostico. A evolucdo na classificacdo das LMAs que, pela
classificacdo FAB se baseava apenas no fenotipo do blasto e, com a classificacao
da OMS passou a incorporar os marcadores citogenetico-moleculares, reflete
também a evolucdo na classificacdo dos casos desse estudo entre os dois periodos
de analise.

A citogenética convencional (bandeamento G) é uma técnica que contribuiu
com 0s avancos na compreensdo da biologia da LMA, revelando parte dos
marcadores importantes de diagnostico e prognostico mencionados (CREUTZIG et
al.,, 2012; HARRISON et al.,, 2010). Determinadas fusfes génicas, produto de
translocacdes cripticas, ou perdas cromossémicas especificas ndo sdo identificadas

por essa técnica; a obtencéo de indice mitético adequado, a sensibilidade restrita e a
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analise dos resultados (complexa e laboriosa) sédo fatores limitantes. Esses fatores
foram considerados quando optamos por realizar a identificagdo dos marcadores
moleculares por RT-PCR e FISH, o que é relevante para amostras processadas 24-
48h apos a coleta e que sofrem as variagcdes do transporte. RT-PCR e FISH podem
ser utilizadas em amostras criopreservadas, com pouca celularidade e ndo ha a
necessidade de obtencdo de metéfases.

Todos os subtipos de LMA compartilham alteragdes em vias que regulam
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, que sdo os eventos fundadores da
leucemia ou que possibilitam sua evolucéo, jA que apenas uma mutacdo, sozinha,
nao parece desempenhar a transformacdo leucémica. Como eventos fundadores
mutualmente excludentes, nos identificamos as fus6es génicas mais frequentes nas
LMAs pediatricas. Seguindo um algoritmo de testes, identificamos as fusfes génicas
raras (<2% dos casos) na coorte. ApOs a caracterizacdo completa desses subtipos,
investigamos 0s eventos genéticos associados com um subtipo Unico de leucemia:
as LPAs. Nestas, nés investigamos, por meio de uma abordagem gen6mica em um
conjunto de amostras de gémeos, se existem variantes germinativas associadas
com a origem da doenca.

Na caracterizacdo das LMAs, nossas perdas foram representadas,
principalmente, pelos casos do primeiro periodo (2000-2008) sem amostra biolégica
para as analises. Ainda assim, esses casos foram incluidos no estudo uma vez que,
mesmo sem a realizacéo dos testes moleculares, a forte associacado entre gendtipo-
fendtipo permite a identificacdo das LPAs. A caracterizacdo das LPAs € de extrema
importancia ndo sé no ambito terapéutico, mas também no contexto epidemioldgico,
por apresentar associacao com a diversidade genética populacional.

Esta cada vez mais aceito que um insulto genético especifico determina o
fendtipo celular. Modelos murinos indicaram que o tipo celular, sendo uma CTH ou
um progenitor comprometido, esta associado com o fenoétipo leucémico (COZZIO et
al., 2003). Nos casos pediatricos predominam as fusbes génicas e, nos adultos,
cariétipo normal com mutacdes pontuais. O intrigante é que uma mesma
anormalidade oncogénica pode resultar em uma doenca biologicamente diversa. J&
ficou claro que os perfis genéticos das LMA pediatricas e do adulto sdo diferentes,
mas o prognoéstico semelhante dos subtipos genéticos demonstra que vias similares
séo ativadas pelas mesmas anormalidades nas duas doencas.

As translocacdes cromossdmicas e rearranjos génicos ocorrem em >90% dos

casos de LMA pediatrica. As fusBes génicas mais frequentes incluem RUNX1-
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RUN1T1, CBFfA-MYH11, PML-RARa e KMT2A-r, representando 50% dos casos
(BALGOBIND et al., 2011; CREUTZIG et al., 2012). Nesse estudo, essas alteragbes
foram encontradas em 66,2% dos casos. A frequéncia das alteracdes CBF foi de
24,7%, sendo 18,1% representados por RUNX1-RUN1T1 e 6,6% representados por
CBFpA-MYH11. A frequéncia de RUNX1-RUN1T1 estd discretamente maior que a
descrita por outros grupos, como BALGOBIND et al. (2011), que realizou estudo
envolvendo pacientes pediatricos europeus, YATSENKO et al.,, que avaliou
pacientes da Russia (ambos descrevem 12,6%), e por WELLS et al., que relatou a
frequéncia de 13% em pacientes dos Estados Unidos (WELLS et al.,, 2002;
YATSENKO et al., 2013). Em relacdo a frequéncia do transcrito CBFS-MYH11
encontrada, ela estad de acordo com a descrita em uma revisdo realizada por
MANOLA, cuja variacdo ocorre entre 3-8% (MANOLA, 2009). BALGOBIND et al.
(2011) encontraram 9,5%, YATSENKO et al., 5,7% e WELLS et al. encontraram
anormalidades envolvendo o cromossomo 16 em 6% dos casos (WELLS et al.,
2002; YATSENKO et al., 2013). Maiores frequéncias da alteracdo CBFA-MYH11 ja
foram descritas na populacédo chinesa, de 11,6% (CHAN et al., 2004).

O KMT2A-r foi observado em 21,6% do total de casos. VON NEUHOFF et al.
descrevem a frequéncia de 20% e BANGOBIND et al. relatam 24,1% (BALGOBIND
et al.,, 2011; NEUHOFF et al., 2010). Outros estudos ja relataram frequéncias
inferiores, variando de 14-22% (HARRISON et al., 2010; RAVINDRANATH et al.,
2005; WELLS et al., 2002). Nas criancas com idade <2 anos predominou 0 KMT2A-r
(58,5%). Diferentes estudos afirmam que, nesssa faixa etaria, os rearranjos sao
observados em >50% das LMAs (HARRISON et al., 2010; VON NEUHOFF et al.,
2010; BALGOBIND et al., 2011; CREUTZIG et al., 2012). As leucemias agudas com
KMT2A-r sdo de interesse particular por serem um modelo para a histéria natural
das leucemias. E possivel que as células da primeira onda do desenvolvimento
hematopoético com populacdes celulares que se dividem mais vezes sdo mais
sensiveis a insultos genotéxicos do que as CTH quiescentes (revisado em POMBO-
DE-OLIVEIRA et al., 2016).

CREUTZIG et al. recomendam a avalicdo do KMT2A-r por FISH e RT-PCR
com iniciadores especificos, uma vez que rearranjos complexos e cripticos séo
frequentes (CREUTZIG et al., 2012). A frequéncia do KMT2A-r em casos de LMA
pediatrica pode variar de 40-65% (revisado em MANOLA, 2009). Essas variactes
ocorrem nos estudos devido a sensibilidade dos métodos de deteccéo utilizados. Os
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parceiros de fusdo mais frequentes do KMT2A que identificamos foram MLLT3
(28,7%), AFF1 (10,6%) e MLLT10 (9,6%), respectivamente. MEYER et al. (2017)
estabeleceram uma rede internacional para estudo do KMT2A-r que permitiu a
diversas instituicbes ao redor do mundo obter os pontos de quebra gendmicos do
KMT2A e os parceiros envolvidos na translocacao, publicando periodicamente um
catalogo que define o “recombinoma” do KMT2A (MEYER et al., 2017). Segundo a
publicacdo, os genes de fusdo mais frequentes na LMA pediatrica sdo MLLT3,
MLLT210 e ELL, com 27,1%, 22,5% e 11,5%, respectivamente. Na LMA do adulto, os
rearranjos mais frequentes sdo com MLLT3 e a PTD. Os autores explicam essas
frequéncias com uma correlacdo funcional entre as proteinas codificadas por esses
genes, que estdo organizadas em um complexo que afeta a atividade transcricional.
Assinaturas epigenéticas que acompanham as fusdes e alteragcbes na complexa
rede de proteinas que repara danos ao DNA podem ser fatores associados a
recorréncia de determinados rearranjos.

Os casos com NUP98-r formam um subgrupo unico de LMA; esses rearranjos
foram descritos por Struski et al. (2016) em 3,8% dos casos pediatricos. Na nossa
coorte, o NUP98-r correspondeu a 4,4% do total e a 3,9% dos casos com idade <2
anos. Na primeira infancia e de maneira similar ao KMT2A-r, os NUP98-r sdo um
modelo para abordagem da sua origem intrauterina. Por ser um gene com muitos
parceiros de fusdo, nos utilizamos uma sonda na FISH que identifica qualquer
guebra no NUP98, de modo a evitar perdas. O gene NSD1 é o principal parceiro de
fusdo, correspondendo a 1,5% na nossa coorte. Outros estudos demonstraram
frequéncias mais elevadas, de 3-4,8% entre as LMAs pediatricas, sendo ainda
maiores entre 0s casos com cariétipo normal, i.e., 9,9% (FARRAR et al., 2016;
HOLLINK et al., 2011; SHIBA et al., 2013). A avaliacdo de um maior nimero de
casos e estudos posteriores sdo necessarios para validar a prevaléncia encontrada
para essa alteracdo na nossa coorte. Da mesma forma, as analises de DEK-
NUP214 e CBFA2T3-GLIS2 precisam ser estendidas para todos os casos de
maneira a alcancarmos um numero robusto de casos capaz de estabelecer as
associagoes.

Nos identificamos frequéncias similares de mutacgdes tipo | aquelas descritas
para a LMA do adulto e frequéncias discretamente diferentes das descritas para a
LMA pediatrica (CREUTZIG et al., 2012; BALGOBIND et al., 2011). Ao refinar a
estratificacdo da idade (Figura 5.5), observamos que os casos com idade >15 anos

apresentam menos alteracdes que a faixa etaria intermediaria (5-15 anos). Isso pode
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ser explicado pelo fato de que os pacientes >15 anos de idade passam a apresentar
alteracbes moleculares caracteristicas da LMA do adulto, que ndo foram
investigadas nesse estudo (como NPM1, CEPBA, TP53, em genes do complexo
spliceossomo, entre outros). Diante disso, especulamos que pacientes com essa
idade sdo, molecularmente, mais parecidos com os pacientes adultos do que com os
pediatricos.

As mutacdes em FLT3 representaram 23% dos nossos casos. Mutacdes
FLT3-ITD corresponderam a 18,2% do total de casos. MESHINCHI et al. descrevem
alteragcbes FLT3-ITD com prevaléncia de 16,5% dos pacientes pediatricos e
BALGOBING et al. relatam 18,0% (BALGOBIND et al., 2011; MESHINCHI et al.,
2001). Mutacbes pontuais no dominio de ativacdo (DTK) de FLT3 sédo descritas em
2-8% dos casos pediatricos e sdo mutualmente excludentes das outras alteracfes
no gene (BALGOBIND et al.,, 2011; MESHINCHI et al., 2006). Ao analisar as
mutacbes em FLT3 (consideradas juntas D835 e ITD), identificamos maior
frequéncia entre os casos LPA/PML-RARa sendo que, de acordo com a literatura, as
mutacbes predominam também nos grupos de cariotipo normal e com NUP98-
NSD1, aumentando sua prevaléncia com a idade (BALGOBIND et al.,, 2011;
MESHINCHI et al., 2006; PUI et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012). SCHLENK et
al. relataram que mutacées em FLT3 podem estar associadas com caracteristicas
clinicas e/ou fenotipicas que permitem a identificacdo de uma entidade leucémica
especifica, servindo como indicadores de prognéstico (SCHLENK et al., 2008). A
associacdo da frequéncia alélica das mutacbes em FLT3 ITD e leucometria nos
casos de LPA esta relacionada com a alta proporcdo de células leucémicas que
carregam a mutacdo. As mutacdes em FLT3 estdo entre as alteracbes mais comuns
nas LMAs e estdo associadas a altas taxas de recaida em adultos e criancas. O
inibidor de FLT3, midostaurin, foi aprovado para uso no tratamento da LMA do adulto
e € provavel que os casos pediatricos também se beneficiem da incorporacao
desses inibidores a quimioterapia (LEVIS, 2017; SEXAUER; TASIAN, 2017).

A frequéncia das mutacdes em RAS nesse estudo foi de 16,2%, similar a
descrita por SANO et al. (18,2%) (SANO et al., 2012). Da mesma maneira,
identificamos que as mutacbes em NRAS sdo mais frequentes que em KRAS,
similar ao descrito para as LMAs pediatrica e do adulto (BALGOBIND et al., 2011;
DOHNER et al., 2017). Nés identificamos mutacdes em PTPN11 em 9% dos casos,
frequéncia acima da descrita por BALGOBIND et al. (2%), e a maioria dos nossos

casos com mutacdo foi do sexo masculino (~70%), o que néo foi observado no
119



estudo daquele grupo (BALGOBIND et al., 2011). A associacdo de mutacdes do
PTPN11 com o sexo é descrita na literatura e suporta a premissa de que esse gene
esta envolvido na proliferacéo das células espermatogonias (PURI; WALKER, 2016).
As diferengas observadas entre 0 nosso estudo e de BALGOBIND et al. podem ser
explicadas pelas regides do gene investigadas: nds analisamos o éxon 3 e
BALGOBIND et al. incluiram, além do éxon 3, o éxon 13. Sabemos que as mutacdes
no éxon 13 do PTPN11l estdo associadas, principalmente, a casos de leucemia
mielomonocitica juvenil e sdo raras nas LMAs (STIEGLITZ et al., 2015)(BUENO,
2018), o que pode explicar a frequéncia encontrada por aquele grupo. Precisamos
considerar, ainda, que as mutacdes germinativas em RAS e PTPN11l ja foram
associadas ao desenvolvimento de leucemia mielomonocitica juvenil mas na nossa
coorte, foram avaliadas apenas em células somaticas. As semelhancas bioldgicas
entre a leucemia mielomonocitica juvenil com mutacfes germinativas em genes da
via RAS-MAPK e a LMA pediatrica sugere que elas possam apresentar oS mesmos
eventos genéticos iniciadores da leucemia.

Apesar de o modelo de leucemogénese, inicialmente proposto por KELLY e
GILLILAND, ser reformulado com a descoberta de novas classes de mutacdes, nas
LMAs pediatricas as alteracbes de classe | e Il ainda sdo as mais frequentes
(KELLY; GILLILAND, 2002). As alteracbes de classe | sé&o representadas por
mutacdes em genes de via de proliferacdo e, as de classe Il, em sua maioria, por
fusdes génicas. Biologicamente, as alteracdes de classe Il sdo o evento fundador da
leucemogénese e, as de classe |, sdo eventos cooperativos e secundarios
necessarios para a transformacao celular. Esses fatos sustentam o algoritmo de
testes que estabelecemos para a identificacdo das alteracbes e nossas andlises de
associacao entre as duas classes de genes.

Nos identificamos mutacdes tipo | concomitantes (2-3 alteracdes), na mesma
via de sinalizacdo, em 12,7% dos casos. Essa coocorréncia ja foi descrita para as
leucemias mielomonociticas juvenis e para as LMAs-CBF (ITZYKSON et al., 2018;
STIEGLITZ et al., 2015). Nés hipotetizamos que, para as mutagdes concomitantes,
uma delas pode apresentar maior potencial oncogénico que a outra ou ainda que
elas aconteceram em clones independentes. Uma vez que nos investigamos 0s
hotpots de mutacdes, € possivel que outras alteracfes genémicas acontecam muitas
vezes durante a evolugdo da célula leucémica, levando a um ndmero subestimado

de mutacdes e, consequentemente, de clones leucémicos (ITZYKSON et al., 2018).
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A incidéncia do cancer pediatrico nos paises desenvolvidos tem aumentado
desde a década de 1950 e essas taxas foram acompanhadas de melhoras no
prognostico. O aumento da incidéncia pode ser explicado pelo aumento da
exposicao a fatores de risco mas pode ser apenas aparente, em consequéncia do
aumento no registro de casos e pelo avanco nos métodos de diagndstico. Mas a
melhora da sobrevida das LMAs foi real e também pode ser explicada pelas
melhoras no diagnostico, pela introducdo de estratégias de tratamento e melhor
cuidado de suporte para reduzir o risco de complicacdes relacionadas a doenca, a
toxicidade ou a infeccdes (revisado em KAATSCH, 2010).

Entretanto, apesar das mudangas nos protocolos terapéuticos, grandes
melhoras ndo vém sendo observadas na sobrevida na ultima década. Os casos
pediatricos atingiram um platd, no qual apenas ~60% dos pacientes alcanca
sobrevida a longo prazo e, mesmo assim, apresentam altas taxas de morbidades
resultado da exposicdo a antraciclinas ou sequelas do TCTH (revisado em
BOLOURI et al., 2017). Na nossa coorte, a sobrevida global em 5 anos foi <40% e
esta aquém das taxas observadas para os paises desenvolvidos. Pesquisadores da
Coreia do Sul avaliaram a sobrevida da LMA pediatrica entre 1996 e 2015 e
observaram melhora da primeira para a segunda metade do estudo (40% vs. 70%)
(SONG et al.,, 2017). A sobrevida de ~70% também € observada em paises
desenvolvidos como Japao (75%), Estados Unidos (64%) e paises da Europa (69%)
(DAMA et al., 2006; HORIBE et al., 2013; RASCHE et al., 2018; RUBNITZ, 2017,
WARD et al., 2014). Diferente do esperado, n6s ndo observamos melhora nos dois
periodos de analise. Nossa sobrevida global é similar a observada em outros paises
em desenvolvimento, como China (33%) e Tailandia (35%) (WIANGNON et al.,
2010; XU et al., 2010). E importante observar que, nas analises estratificadas por
periodo (ano de diagnostico) e regido (localidade de tratamento), os casos das
regibes Sul/Sudeste diagnosticados no segundo periodo alcancaram a maior
sobrevida (>50%). Muitos fatores podem explicar essas disparidades, como o status
socioecondmico regional e o surgimento de novos centros de oncologia nos ultimos
anos, que descentralizaram o tratamento e precisam ser avaliados quanto as suas
limitacdes para tratar doencas emergenciais que evoluem rapidamente, como a LPA
e a leucemia dos lactentes. Mais ainda, diferencas nos protocolos de tratamento n&o
foram avaliadas aqui. Em muitos paises, a maioria dos pacientes pediatricos é
incorporada em estudos clinicos. Na Alemanha, por exemplo, ~100% das criancas

com leucemia sao tratadas em estudos clinicos, o que ndo acontece no Brasil
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(revisado em KAATSCH, 2010). Além disso, por ser um estudo multi-institucional, o
tratamento “ndo controlado” pode sofrer pequenas variagcbes que precisam ser
consideradas, além das dificuldades de obtencdo das informag¢Bes de seguimento
associadas ao tratamento. Por outro, esse tipo de estudo é necessario para uma
doenca rara e de baixa incidéncia, como a LMA pediatrica. Estratégias de
uniformidade precisam ser estabelecidas para avaliar a efetividade do protocolo
terapéutico em cada instituicao.

O TCTH é uma modalidade de tratamento recomendada para adultos com
LMA de alto risco ou risco padréo na primeira remissdo completa (CORNELISSEN et
al., 2007). O TCTH melhorou a sobrevida desses grupos de pacientes especificos,
mas esté altamente associado a mortalidade quando ndo h& o tratamento de suporte
e condicionamento adequados, bem como o controle de infec¢des e profilaxia para a
doenca de enxerto contra o hospedeiro. Uma vez que ndo conseguimos analisar
essas variaveis, nés excluimos das analises de sobrevida os pacientes de foram
submetidos a TCTH.

A idade é um fator preditor de prognéstico, com maior sobrevida para os
casos pediatricos do que adultos, refletindo uma doenca mais responsiva, com
menos comorbidades e melhor tolerancia ao tratamento. NOs observamos diferenca
na sobrevida entre as faixas etarias no primeiro periodo de analise, quando os
marcadores moleculares ndo eram a principal varidvel de estratificacdo de risco. Nas
LMAs pediatricas, as alteracfes genéticas de risco favoravel sdo mais comuns nas
criangcas com idade entre 1-10 anos (revisado em CHAUDHURY et al., 2015). Na
nossa coorte, essas alteracdes foram mais frequentes nos casos com idade >11
anos, o que explica essa maior sobrevida no primeiro periodo.

Nossos resultados corroboram com os dados da literatura de que CBFg-
MYH11 e LPA/PML-RAR« sé@o preditoras de bom prognostico. Com excecdo das
mutacées no PTPN11l, o significado das outras anormalidades ndo pbde ser
definido. Mesmo sendo agrupadas como LMA-CBF, existem diferencas clinicas e
biolégicas entre CBFA-MYH11 e RUNX1-RUNX1T1, como a associacdo de apenas
CBFS-MYH11 com a alta leucometria (DUPLOYEZ et al., 2016). BALGOBING et al.
demonstraram que a sobrevida do KMT2A-r depende do parceiro de fusdo. KMT2A-
MLLT4 e KMT2A-MLLT10 estdo associadas ao prognéstico desfavoravel e, a
alteracdo KMT2A-MLLT3 esté associada a uma taxa de sobrevida significativamente
maior (BALGOBING et al., 2009; NEUHOFF et al., 2010; RUBNITZ et al., 2002). A
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estratificacdo dos rearranjos do KMT2A de acordo com o parceiro de fusdo deve ser
considerada em andlises futuras.

As mutacdes em PTPN11 foram associadas ao pior prognéstico. Esse dado
nao foi descrito em outros estudos. Ao revelar o padrdo mutacional associado com
as recaidas nas LMAs pediétricas, MASETTI et al. demonstraram que a mutagdo em
PTPN11 estd envolvida com esse evento. NO0s demostramos que as mutacdes
concomitantes também parecem estar associadas ao pior prognostico. Ndo apenas
a interacdo entre uma mutacdo e o0 microambiente tumoral, mas também a
competicdo entre os subclones e a cinética de proliferacdo — somados a vantagem
gue a mutagcao confere — de cada um, sdo fundamentais para a evolugao clonal e
recaida (MASETTI et al., 2016).

6.2. A LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

As variacbes na prevaléncia e na ocorréncia de determinadas alteracdes
moleculares refletem a etiologia da doenca. A alta frequéncia de LPA em pacientes
de origem latina, descrita por esse e outros estudos (ZHANG et al., 2015), pode
estar relacionada as caracteristicas étnicas e/ou a fatores de exposicado ambiental
distintos. N0s demonstramos frequéncias elevadas de LPA entre os casos de LMA,
representando 19,9%. Frequéncias inferiores de LPA foram descritas para as
populacdes europeia (4-11%)(ORTEGA et al., 2005), norte americana (5-10%)
(revisado em GREGORY; FEUSNER, 2009) e japonesa (8%) (HORIBE et al., 2013).
Registros hospitalares e de base populacional sugerem que a populacdo latina
apresenta maior proporcdo de LPA entre os diagnésticos de LMA, alcancando
37,5% (REGO; JACOMO, 2011). REGO e JACOMO relataram que as LPAs
representam 28,2% dos casos de LMA no Brasil, frequéncia similar a obtida por
MELO et al., de 28% no Hemocentro de Recife, Pernambuco, e a dados de paises
latinos como México (20%), Venezuela (27,8%) e Peru (22%) (DE SALVO et al.,
1989; DOUER et al., 1996; MELO et al., 2006). Possivelmente, a alta frequéncia de
LPA em pacientes latinos esta relacionada as caracteristicas étnicas e/ou a fatores
de exposicdo ambiental distintos que refletem a frequéncia de LPA mais alta
também em criancas (MENDES et al., 2004).

Por apresentar uma forte relacdo entre gendtipo e fenoétipo, as LPAs e os

casos com PML-RARa sdo considerados uma Unica categoria na classificacdo da
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OMS; >95% dos casos de LPA apresenta essa fusdo génica (ARBER et al., 2016).
Entretanto, por ser indicativa de terapia-alvo (ATRA), recomenda-se a identificagao
de PML-RARa para diagnoéstico e monitoramento de doenca residual minima. Nés
observamos discordancia do resultado pela RT-PCR e FISH em >50% dos casos,
nos quais o transcrito de fusdo nao foi identificado pela RT-PCR. A RT-PCR € uma
técnica sensivel realizada a partir do RNA/cDNA. Por ser muito sensivel ao tempo e
a variacdes de temperatura, a qualidade do RNA diminui apds 24h ou se a amostra
de sangue for resfriada/congelada. Para o DNA, por exemplo, a qualidade sé diminui
apos 15 dias (HUANG et al.,, 2017). Uma vez que ndo temos controle sobre as
variagoes de transporte e armazenamento das nossas amostras e, na maioria dos
casos, a chegada demora >24h, esses fatos podem explicar a falha da RT-PCR para
identificar o PML-RARa. Essas divergéncias ndo foram observadas para as demais
fusdes génicas, nas quais o resultado de FISH e RT-PCR foram concordantes.

A introducdo do ATRA a terapia das LPAs revolucionou o manejo e a
sobrevida desses pacientes, se tornando o primeiro paradigma para terapia alvo. Na
nossa coorte, a sobrevida da LPA atingiu ~70%, o que é um bom indicador de
sucesso quando comparado com os outros subtipos de LMA. Os pacientes tratados
no Consoércio Internacional das Leucemias Agudas apresentam sobrevida >80%
(revisado em REGO, 2017). Alguns fatores pontuados por Sanz et al. devem ser
considerados nas andlises de sobrevida das LPAs: as LPAs sédo doencas raras e a
maioria dos pacientes € tratada em instituicbes com recursos limitados; as altas
taxas de cura podem gerar uma sensacdo aparente de satisfacdo que pode
subestimar a importancia do manejo adequado das LPAs; e algumas questdes do
tratamento da LPA permanecem desconhecidas. A cura dos pacientes com LPA
depende, ndo apenas da combinacdo efetiva da quimioterapia e terapia alvo, mas
também do manejo das complicacBes associadas com esse subtipo particular. A
suspeita de diagnéstico da LPA deve ser considerada uma emergéncia médica que
requer uma acdo simultadnea incluindo o inicio imediato da terapia com ATRA, o
diagndstico molecular e o tratamento de coagulopatias (SANZ et al., 2008).

As abordagens de NGS podem levar a descobertas de genes, até entdo, nao
associados a doenca e a novas pistas para estudos futuros. Casos excepcionais
fornecem muitas informacbes sobre a etiologia, que podem ser validadas e
extrapoladas para os demais casos. Diversos trabalhos investigaram a origem
intrauterina das leucemias a partir do estudo de gémeos, que sdo um modelo Unico

de investigagdo: os irmaos compartiiham o mesmo ambiente intrauterino, a mesma
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exposicao pré-natal (que € muito semelhante também no periodo pdés natal) e
grande parte do seu contetdo genético. NOs analisamos um conjunto de amostras
de dois irmaos gémeos: um que desenvolveu LPA aos 16 anos de idade e seu irmao
gemelar sem doenca.

Para a identificacdo das variantes germinativas na amostra leucémica, nos
realizamos o sequenciamento do exoma do DNA constitutivo do paciente, obtido na
amostra do SP apds remissdo hematoldgica, representando o DNA germinativo do
iindividuo. Apesar de ndo possuirmos a informacédo se sdo gémeos monozigaoticos,
esse é o primeiro estudo a descrever o perfil genbmico da LPA pediatrica e as
variantes germinativas possivelmente envolvidas na leucemogénese. O que também
é intrigante é que a simplicidade genética da LPA em pacientes que ndo exibem
mutacdes cooperativas ao PML-RAR«a néo explica a ocorréncia de recaidas. Essa
“simplicidade” reflete a presenga de um evento genético marcador da doenga que €
alvo de terapia — e ndo a presenca de poucas alteracfes na célula leucémica. NOs
identificamos mais de 20.000 variantes genéticas nas trés amostras analisadas e
especulamos que a maioria delas seja alteracdo “passageira” (pessenger) ou sem
efeito deletério; muitas alteracbes podem ser raramente recorrentes ou
desempenhar um papel de significado incerto na leucemogénese.

Com o obijetivo de realizar uma analise descritiva do panorama das principais
variantes genéticas nas amostras, nos demonstramos que a cobertura do
sequenciamento permite a comparacdo entre elas. Outros parametros sé&o
importantes para avaliar a qualidade do sequenciamento, como as razfes Ti/Tv e
NS/S. A transicdo € a transformacdo de uma base nitrogenada purina em outra
purina ou pirimidina em outra pirimidina. A transicdo é a transformacdo de uma
purina em pirimidina ou vice-versa. Para o WES de DNA humano, a razdo Ti/Tv
esperada € ~3,0 (BAINBRIDGE et al., 2011). Com razbes entre 3,02-3,04,
esperamos poucos erros de sequenciamento. No espectro mutacional das LPAS,
sssim como nas LMAs, predominam as transicbes C>T (IBANEZ et al., 2016;
MADAN et al., 2016). A desaminacdo espontania de citosinas metiladas em regides
codificantes podem ser responsaveis por essa associacao (WELCH et al., 2012). O
estudo gendémico de uma série de casos de LMA demonstrou um aumento na taxa
de transversdes nas amostras de recaida, como efeito da quimioterapia (DING et al.,
2012). Mais estudos sdo necessarios para avaliar se essas caracteristicas estao

relacionadas aos efeitos toxicos do tratamento.
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Os softwares SIFT e PolyPhen predizem se uma substituicdo de aminoacidos
afeta a funcdo ou a estabilidade da proteina com base nas propriedades fisicas dos
aminoacidos e em uma comparac¢do evolutiva e estrutural, podendo distinguir entre
uma troca funcionalmente neutra e deletéria. A maioria das variacbes genéticas
humanas é representada por SNPs que podem causar diferencas fenotipicas entre
os individuos (ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013; NG; HENIKOFF, 2003). Nos
focamos as andlises nas variantes ndo sinénimas, i.e., variagbes nos nucleotideos
localizadas em regides codificantes que resultam em mudanca de aminoacidos e
afetam a proteina. As variantes sindnimas representaram 50% to total e, as
missenses, 42,5% nas trés amostras. De acordo com a predicdo do SIFT e
PolyPhen, um terco das variantes apresentou impacto deletério para a proteina. Dois
porcento das variantes com alto impacto divergiram nas amostras de remissao do
paciente e do irmdo, representando as possiveis variantes patogénicas associadas
com o desenvolvimento da LPA.

N&o podemos excluir a ocorréncia de mutacdes em regides nao codificantes,
uma vez que apesar de as sondas para captura e sequenciamento do exoma serem
direcionadas para as regides codificantes, regides que flanqueiam os éxons também
acabam sendo sequenciadas. Essas regides, em geral, apresentam funcédo
regulatéria e também podem levar a mudancgas na proteina ou alterar a estabilidade
do DNA.

Para descrever a paisagem gendmica das LPAs e caracterizar as mutacfes
gue levaram a resisténcia ao tratamento, FASAN et al. investigaram alteragbes em
26 genes por meio de NGS. Cerca de 70% dos casos apresentaram pelo menos
uma alteracdo adicional ao PML-RAR¢«, sendo a maioria delas, em FLT3. Nas
amostras de recaida, os autores identificaram uma mudanca no padrdo de mutacdes
sem, entretanto, uma evidéncia clara de um gene diretor (driver) capaz de predizer a
recaida (FASAN et al.,, 2017). MADAN et al. sugeriram que PML-RAR«, sozinha,
poderia ser suficiente para desenvolver a doenca, agindo como um evento Unico
(SANTOS; KATS; PANDOLFI, 2013). CEVERA et al. afirmam que esses achados
podem estar mais relacionados ao conhecimento molecular gerado e as limitagcdes
metodoldgicas. As variantes em regides ndo codificantes ou alteragbes estruturais
nao detectadas pelas abordagens convencionais poderiam explicar esses achados
(CERVERA; SANZ, 2017). De fato, diferencas na chamada de variantes podem levar
a resultados conflitantes (BODINI et al., 2014).
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Nas analises sitio-dirigidas, nos identificamos variantes deletérias pelo SIFT e
PolyPhen em quatro genes: ASXL1, BRCAL1, FANCD1 e FLT3. De acordo com o
Clinvar, as variantes em ASXL1l, BRCA1l e FANCD1 séo benignas. O Clinvar
fornece uma interpretacdo da variante no contexto das doencas humanas, com uma
analise baseada no dbSNP e com evidéncias que sustentam cada interpretacao
(LANDRUM et al., 2013). A variante p.Thr227Met em FLT3, por sua vez, ndo possuli
seu impacto determinado pelo Clinvar. BODIAN et al. demonstraram que a
frequéncia desse alelo variante de FLT3 varia de acordo com a populacdo e que,
apesar de mutacdes nesse gene estarem associadas ao desenvolvimento do cancer
e resposta ao tratamento, essa associagdo possivelmente apresenta pouco efeito
(BODIAN et al., 2014).

Em relacdo as variantes com gendtipo discordante nas amostras, a variante
p.GIn1383Glu em ATG2B né&o foi identificada na amostra tumoral (0/0) e foi
heterozigota (0/1) nas amostras de remissdao e do gémeo sem doenca. Esse
resultado é esperado quando ha perda de heterozigosidade e a variante deixa de ser
identificada. ATG2B € expresso durante a hematopoiese mieloide e codifica uma
proteina necessaria para autofagia por meio da formacdo do autofagossomo. A
duplicacédo germinativa da regido 14932.13-q32.2, que contém o gene ATG2B, esta
associada com a predisposicdo a malignidades mieloides (PLO; BELLANNE-
CHANTELOT; VAINCHENKER, 2015). Por outro lado, a inibicdo da autofagia
promove 0 acumulo de espécies reativas de oxigénio e de dano ao DNA,
presumivelmente ativando vias celulares que blogueiam diferenciacao
hematopoiética e transformam uma CTH normal em pré leucémica. Esse estado pré
leucémico instavel se tornaria favoravel a transformacdo leucémica por meio de
alteragcbes genéticas cooperativas, como PML-RARa. Assim, a autofagia reduzida
estabiliza as oncoproteinas de fusdo (AUBERGER; PUISSANT, 2016). Uma analise
exploratoria dos dados precisa ser realizada para identificar as vias alteradas e o
fator causal associado a PML-RARa.

Os resultados mostrados sdo representativos das LMAs pediatricas; para as
analises de sobrevida, variaveis dos protocolos de tratamento precisam ser
consideradas para validar os nossos dados. Associar a epidemiologia molecular com
os dados clinicos € um desafio recompensador ao revelar melhor prognéstico para
determinados subtipos da doenca e levantar questionamentos sobre estratégias
para melhorar o prognéstico dos demais subtipos. Nem sempre a sobrevida esta

associada a biologia da doenca: identificar as variaveis que interferem nessas
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caracteristicas € a primeira conduta necessaria para beneficiar os pacientes e suas
familias. Como ilustrado aqui, a LMA pediatrica é uma doenca heterogénea e
complexa. Muito progresso foi feito para decifrar sua paisagem gendmica. Nesse
sentido, nés buscamos preencher algumas lacunas na literatura, em especial na

coorte brasileira, que ajudam a entender a biologia da doenca.
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CONCLUSOES

A maioria dos casos com LMA-CBF (RUNX1-RUNX1T1 e CBF-MYH11) e
LPA apresentou idade entre 5-15 anos;

KMT2A-r foi associado com a idade <2 anos; os principais parceiros de fusao
foram: MLLT3, AFF1 e MLLT10;

A presenca das mutacdes tipo | foi associada com a idade =11 anos e alta
leucometria;

Os casos tratados nas regides Norte/Nordeste e Centro Oeste apresentaram
pSG menor que para 0s casos das regides Sul/Sudeste;

As LMAs-CBF demonstraram menor risco de Obito (progndéstico favoravel) e
0s casos com mutacdes em PTPN11 maior risco (prognéstico adverso);

Entre os pacientes com idade <2 anos, as alteracbes MYST3-CREBBP,
RBM15-MKL1, NUP98-r e CBFA2T3-GLIS2 foram identificados em 1,7%,
1,1%, 3,9% e 0,6%;

O percentual médio de variantes missenses e sindnimas identificadas no
sequenciamento do exoma foi de 42,5% e 50,0%, respectivamente.

Na andlise pareada entre a amostra tumoral e a amostra do irmdo sem
doenca, a maior parte das variantes foram SNVs e estava localizada nos
cromossomos 19, 11 e 6;

A maioria das variantes genéticas identificadas no sequenciamento do exoma
era tolerada ou benigna;

Uma andlise exploratéria do sequenciamento do exoma precisa ser realizada

para a identificacdo de eventos leucemogénicos.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO A. Ficha de encaminhamento dos pacientes

[Nimero da Requisigdo ||status

[N° Entrada |lano

HIndex

|Dados do Paciente || “ ||

|

|Nome Paciente ||

[Nome da Mie I

[Identificacéo da Mae||

|Nome do Pai ||

|Data nascimento ||

|[zdade

[Data diagnéstico I | Sexo||

HCor

|Registro Hospitalar ||

|Sindrome Down H || ||

|Outras Sindromes Genéticas I I

[Estado Residéncia |[Municipio Residéncia

[Regido Residéncia

|Estado Naturalidade ||Municipio Naturalidade

|Dados da Instituicdo/Médico

|Instituig§o || UF

[Médico I

|Dados Clinicos

[Suspeita Diagnéstica||

[Tratamento Utilizado||

|0utras Informagdes Clinicas

|Bago

[Figado

|Linfonodos

|Tumorag.".-io

|Sistema Nervoso Central Comprometido

|Alargamento de Mediastino

|Medicamentos sendo usados pelo paciente

[Uso Prévio de Corticéide

|Tem irma(o) gemelar?

|Tem irma(o) ndo gemelar ou primo de 1° grau com cancer?

|Dados Laboratoriais

|Leucometria ||Hemat6crito

[Hemoglobina |[P1aquetas

[Blastos

|Dados da Amostra

|Amostra Enviada

| Sangue Periférico: ||Anticoagu|ante:

||Outros:

| Medula Ossea: ||Anticoagu|ante:

|Léminas Medula Ossea: ||Léminas Sangue Periférico:

|Motivo da Coleta

| Diagnéstico: || Recaida: |[DRM:
| Amostra da Mae: ||Outros:
|Data da Coleta || Observacédo
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9.2. ANEXO B. Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Nacional de Cancer

°” T
( ~ INSTITUTONACIONAL DE = Plobaforma
| I N CA CANCER/ INCA/ RJ v%gfo:l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ALTERACOES IMUNO-MOLECULARES NAS LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS
PEDIATRICAS: INTERACAO ENTRE MUTACOES SOMATICAS E FATORES DE
RISCOS ETIOPATOLOGICOS.

Pesquisador: Maria do Socorro Pombo de Oliveira
Area Tematica:

Versado: 3

CAAE: 05241112.5.1001.5274

Instituigdo Proponente: Coordenagédo de Pesquisa

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 186.688
Data da Relatoria: 18/02/2013

Apresentagao do Projeto:

O presente Projeto de Pesquisa ja recebeu os Pareceres Consubstanciados numeros 145.293, de
12/11/2012 e 181.940, de 20/01/2013.

Objetivo da Pesquisa:

O presente Projeto de Pesquisa ja recebeu os Pareceres Consubstanciados numeros 145.293, de
12/11/2012 e 181.940, de 20/01/2013.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O presente Projeto de Pesquisa ja recebeu os Pareceres Consubstanciados numeros 145.293, de
12/11/2012 e 181.940, de 20/01/2013.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O presente Projeto de Pesquisa ja recebeu os Pareceres Consubstanciados nimeros 145.293, de
12/11/2012 e 181.940, de 20/01/2013.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

- Foram apresentados os documentos adequadamente. Em relagéo aos TCLE, todos foram dirigidos
adequadamente aos pais como responsaveis pelos menores de 12 anos e aos adolecentes, assim como
estdo redigidos em forma de convite e com linguagem adequada.

- Foram apresentadas as garantias de sigilo e confidencialidade pelo uso das informagdes.

Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cep@inca.gov.br
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(' ' INSTITUTO NACIONAL DE o Plotaforma
{ N CA CANCER/ INCA/ RJ 1\9'01'

Recomendagodes:
Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As pendéncias apresentadas nos Pareceres Consubstanciados precedentes foram adequadamente
respondidas.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA), de acordo
com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovacgao do projeto de
pesquisa proposto.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatorios semestrais a respeito do seu estudo.

RIO DE JANEIRO, 18 de Janeiro de 2013

Assinador por:

Carlos Henrique Debenedito Silva
(Coordenador)
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9.3. ANEXO C. Sondas utilizadas para a identificacdo das alteracdes
citogenético-moleculares

Alteracao molecular

Sonda

Fabricante

KMT2A-r
RUNX1-RUNX1T1
CBFp-MYH11
PML-RAR«

MYST3-CREBBP

NUP98-r
DEK-NUP214

LSI MLL Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe

AML1/ETO Translocation Probe Dual
Fusion

CBFb/MYH11 Translocation Probe
Dual Fusion

PML-RARa Translocation Probe,
Dual Fusion

BACs RP11-231D20 e RP11-108L9
(MYST3) e BACs RP11- 387021 e
RP11- 461A8 (CREBBP)

NUP98 (11p15) Break FISH probe
DEK / NUP214 t(6;9) FISH probe

Cytocell, Cambridge, UK
Cytocell, Cambridge, UK
Cytocell, Cambridge, UK
Cytocell, Cambridge, UK

BlueGnome, Cambridge, UK

Kreatech, Amsterdam, NL
Kreatech, Amsterdam, NL

BAC, cromossomo bacteriano artificial; FISH, hibridizac&o in situ por fluorescéncia; KMT2A-
r, rearranjos do KMT2A; NUP98-r, rearranjos do NUP98.
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Dia 1:

9.4. ANEXO D. Protocolo para realiza¢do da técnica de hibridizag&o in situ
por fluorescéncia (FISH)

Preparo das laminas com 10 ul de amostra;

Lavagem da lamina com solucdo tampao 2X saline-sodium citrate (SSC, pH
7,0) por 2 min;

Lavagem da lamina em etanol a 70%, 90% e 100%, por 2 min cada;

Aplicacédo de 2 ul da sonda da lamina e cobertura da regido com laminula 13
mm;

Incubacado da lamina para desnaturagédo a 75°C, por 2 mind, no ThermoBrite
System™ (Leica Biosystems);

Incubacéo da lamina em camara umida a 37°C por 2-16 h.

Apos o periodo de incubacado, remocéao da laminula;

Lavagem em solucdo 1X SSC a 75°C por 2 min;

Lavagem em solucédo 2X SSC + 0,1% de Tween® a temperatura ambiente por
1 min;

Aplicacédo de 2 ml de DAPI para contra coloracgao;

Aplicacdo de uma nova laminula;

Visualizacéo.

@ Para as sondas Kreatech, a desnaturagéo se deu a 75°C por 7 min.

b Para as sondas Kreatech e BlueGnome, a solucéo utilizada foi 2X SSC + 0,05% de

Tween.
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9.5. ANEXO E. Tabela utilizada para a constru¢ao do circos plot

RUNX1- CBFb- PML-

Variavel RUNX1T1 MYH11 RARa KMT2A-r FLT3 KRAS NRAS KIT PTPN11

RUNX1-RUNX1T1 0 0 0 0 8 4 6 5 3
CBFb-MYH11 0 0 0 0 4 4 4 6 1
PML-RARa 0 0 0 0 48 4 7 0 7
KMT2A-r 0 0 0 0 6 9 3 0 8
FLT3 8 4 48 6 1 4 9 0 10
KRAS 4 4 4 9 4 0 2 2 2
NRAS 6 4 7 3 9 2 0 0 3
KIT 5 6 0 0 0 2 0 0 0
PTPN11 3 1 7 8 10 2 3 0 0

Os valores representados correspodem ao ndimero absoluto de casos com a alteracéo.
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9.6. ANEXO F. Genes associados a predisposicdo genética ou a
etiopatogénese das neoplasias mieloides avaliados na analise sitio-

dirigida
Predisposicao genética Etiopatogénese
ACD FANCM ASXL1 MDM2
ANKRD26 FANCN ASXL2 MLL
ATG2B FANCP ARID1A MLL2
ATM FANCQ ARID1B MLL3
BLM FANCS ATRX MLL5
BRCA1 GFlI1 BCOR MGMT
BRCA2 GSKIP BRAF MPL
CHEK2 HAX1 CBL MYC
CTC1 MLH1 CBLB NF1
DDX41 MSH2 CDKN2A NPM1
DKC1 MSH6 CDKN2B NRAS
ELA2 NHP2 CEBPA 0GG1
EPCAM NOP10 CREBBP PHF6
FANCA PARN CUX1 PRPF40B
FANCB PMS2 DNMT3A PTEN
FANCC RAF1 EP300 PTPN11
FANCD1 RBBP6 ETV6 RAD21
FANCD2 RTEL1 EZH2 RAD51
FANCE SOSs1 FBXW7 RB1
FANCF SRP72 FLT3 RUNX1
FANCG TERC GATAl SF1
FANCI TERT GATA2 SF3Al
FANCJ TINF2 GATA3 SF3B1
FANCL WRAP53 GNAS SFRS2
HERC1 SH2B3
HRAS STAG2
IDH1 TET2
IDH2 TP53
IKZF1 U2AF1
JAK2 U2AF2
KDM5A WT1
KDM6A XRCC1
KIT XRCC3
KRAS ZRSR2
Predisposicdo genética Etiopatogénese
ANKRD26 ASXL1
ATG2B ARID1B
ATM BCOR
BLM CBLB
BRCA1 CREBBP
BRCA2 Cux1
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crca
DDX41
DKC1
EPCAM
FANCA
FANCD2
FANCE
FANCI
FANCM
GFI1
MSH6
PMS2
RBBP6
RTEL1
WRAP53

EP300
FLT3
GATA2
GATA3
GNAS
HERC1
HRAS
IDH2
IKZF1
JAK2
KDM5A
KRAS
PTPN11
TP53
U2AF2
WT1
XRCC1
XRCC3
ZRSR2
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9.7. ANEXO G. Nomenclatura dos aminoacidos

Aminoacido Abreviatura de Abreviatura de
trés letras uma letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Aspartato ou Acido aspartico | Asp D
Cisteina Cys, Cis C
Fenilalanina Phe, Fen F
Glicina Gly, Gli G
Glutamato ou Acido Glu E
glutamico
Glutamina Gin Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys, Lis K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr, Tir Y
Treonina Thr, Tre T
Triptofano Trp, Tri w
Valina Val \%
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9.8. ANEXO H. Grupo Colaborativo para Estudo das Leucemias Pediatricas
Estado Instituicdo Médico responsavel
MT Agape Instituto Médico Cuiaba Suely Santos Araujo
SE Associacao de Voluntario a Servico da Oncologia em Aracaju Daniela Amorim
SP Centro de Hematologia de S&o Paulo Paula Gracielle Guedes

Granja
MA Centro de Pesquisa Clinica do Maranh&o, Hospital Universitario - Raimundo Antonio
UFMA Gomes Oliveira
SP Centro de Tratamento Fabiana Macedo de Morais, Sdo José Dos Marcelo Milone Silva
Campos
SP Centro Infantil Dr Domingos a Boldrini Campinas Vitoria Regia Pereira
Pinheiro
GO Clinica CEBROM - Centro Brasileiro De Radioterapia Oncologia e Leandra Paiva Queiroz
Mastologia
MA Fundacao Antonio Jorge Dino Geni Lourdes de
Resende Ramos
AM Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Maria do Perpetuo
Amazonas - HEMOAM Socorro Sampaio
Carvalho
SP Fundacao Pio XII - Hospital do Cancer de Barretos Luis Fernado Lopes
RN Hemocentro Dalton Barbosa Cunha - HEMONORTE Geraldo Barroso
Cavalcanti Junior
SP Hospital Amaral Carvalho, Jau Claudia Tereza Oliveira
SP Hospital Amaral Carvalho, Jau Eda Manzo;
SP Hospital Amaral Carvalho, Jau Maura V.lkoma
SP Hospital Amaral Carvalho, Jau Alejandro M. Arancibia
GO Hospital Araujo Jorge - Associacdo de Combate ao Cncer Patricia Carneiro de Brito
GO Hospital Araujo Jorge - Associagdo de Combate ao Cancer Anna Carolina Silva Dias
BA Hospital Aristides Maltez - Onco-Pediatria Nilma Pimentel de Brito
PR Hospital Bom Jesus Ispon, Ponta Grossa Monica Lankszner
MG Hospital da Baleia - Fundacg&o Benjamin Guimarées Vanessa Carvalho Lima
RS Hospital da Crianga Conceicao Klerize Ancely de Souza
Silva
DF Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar - HCB Isis Maria Q. Magalhaes
DF Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar - HCB José Carlos Cordoba
DF Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar - HCB Ricardo Camargo
AC Hospital de Cancer do Acre, Rio Branco Acre Valeria Pereira Paiva
PR Hospital de Clinicas - Universidade Federal Do Parana Mara Albonei Pianovski
MG Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia leda Cunha
RS Hospital de Clinicas de Porto Alegre Adriana Vanessa Santini
Deyl
RS Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rezeca Ferreira Marques
RS Hospital de Clinicas de Porto Alegre Adriano Nori Rodrigues
Taniguchi
AL Hospital do Acucar e Alcool, Maceio Juliana Amorim Matos
AL Hospital do Acucar e Alcool, Maceio Luana Novais Bonfim
SP Hospital do Cancer de Franca Reynaldo José Sant
'‘Anna Pereira De Souza
MT Hospital do Cancer de Mato Grosso George Sampaio Freitas
Junior
RJ Hospital Dos Servidores Do Estado - HSE Renata Pereira De
Sousa Barros
RJ Hospital Dos Servidores Do Estado - HSE Fernando Werneck

167



Continuacao.

PR
BA
SP

SP
SC
SC
SC
PR
BA
BA
BA
BA
BA
BA
PB
PB
PB
PA
MS

MS

GO
BA

SP

SP

SP

Pl

Pl

PB
PE

RS
SP

PB

SP
ZP
RN
MG

MT
PR

Hospital Erasto Gaertner
Hospital Estadual da Crianca

Hospital GPACI Sorocaba - Hospital do Cancer Infantil - "Sarina
Rolim Caracante"
Hospital Infantil Darcy Vargas

Hospital Infantil Joana de Gusmao

Hospital Infantil Joana de Gusmao

Hospital Infantil Joana de Gusmao

Hospital Infantil Pequeno Principe

Hospital Manoel Novaes — Santa Casa de Misericordia de Itabuna
Hospital Manoel Novaes — Santa Casa de Misericordia de Itabuna
Hospital Manoel Novaes — Santa Casa de Misericordia de Itabuna
Hospital Martagao Gesteira, Salvador

Hospital Martagao Gesteira, Salvador

Hospital Martagao Gesteira, Salvador

Hospital Napoleao Laureano

Hospital Napoleao Laureano

Hospital Napoleao Laureano

Hospital Oncoldgico Infantil Octavio Lobo

Hospital Regional de Mato Grosso do Sul Rosa Pedrossian -
CETOHI

Hospital Regional de Mato Grosso do Sul Rosa Pedrossian -
CETOHI

Hospital Santa Casa de Misericordia de Goiania

Hospital Santa Isabel - SCM
Hospital Santa Marcelina
Hospital Santa Marcelina
Hospital Santa Marcelina

Hospital S&o Marcos - Associacao Piauiense de Combate ao
Céancer

Hospital S&o Marcos - Associacao Piauiense de Combate ao
Céancer

Hospital Universitario Alcides Carneiro

Hospital Universitario Oswaldo Cruz - CEON

Hospital Universitario Santa Maria

Instituto da Crianga do Hospital da Clinicas de Faculdade de
Medicina da Universidade de SP
Instituto de Hematologia

Hospital Santa Marcelina

Irmandade da Santa Casa de MisericOrdia de Séo Paulo
Liga Norteriograndense Contra o Cancer

Santa Casa de Belo Horizonte

Sociedade Beneficente Santa Casa de Misericordia de Cuiaba
Uopeccan Hospital do Cancer de Cascavel

Tiago Hessel Tormen
Maria Dolores F. Dorea
Gustavo Ribeiro Neves

Gustavo Zamperlini

Ana Freund Winn

Denise Bowsfield Silva
Imarui Costa

Flora Mitie Watanabe
Fabia Idalina R. Neves
Regiana Quinto de Souza
Teresa C. C. Fonseca
Ana Maria Marinho

Eny Guimaraes Carvalho
Luciana Nunes

Andrea Gadelha

Eloisa Cartaxo
Glaceanne Torres
Alayde Vieira Wanderley
Marcelo Souza

Rosania Maria Basegio

Everaldo Ruan Junior
Bruno M. Rocha Freire
Renato Guedes
Renato Melaragno
Sidnei Epelman

Paulo Henrique de
Carvalho Melo
Gildene Alves da Costa

Renata S. C. Gurgel

Terezinha de Jesus
Marques Salles
Virginia Maria Coser

Lilian Maria Cristofani

Gilson Spinola Guedes
Filho
Maria Lucia Lee

Silvia Maria Luporini
Cassandra Teixeira Valle

Joaquim Caetano de
Aguirre Neto
Claudia Pettengill

Carmem Maria Costa
Mendonca Fiori

168



9.9. Publicacdes

Archives
CrossMiark of Medical
Research

Archives of Medical Research 47 (2016) 656—667

ORIGINAL ARTICLE

Molecular Characterization of Pediatric Acute Myeloid Leukemia: Results
of a Multicentric Study in Brazil

Francianne Gomes Andrade,” Elda Pereira Noronha,” Gisele Dallapicola Brisson,”
Filipe dos Santos Vicente Bueno,” Ingrid Sardou Cezar,” Eugénia Terra-Granado,”
Luiz Claudio Santos Thuler,” Maria S. Pombo-de-Oliveira,” and Brazilian Study Group of Childhood
Acute Myeloid Leukemia (IMol-AMLBSG) as co-authors

“Pediatric Hematology-Oncology Program, Research Center, Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brazil
YClinical Research Program, Research Center, Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brazil

Received for publication August 30, 2016: accepted November 23, 2016 (ARCMED-D-16-00520). FGA and MSPO share the first authorship.

Background and Aims. The biological characterization of childhood acute myeloid leu-
kemia (c-AML) i1s an important outcome predictor. In Brazil, very little is known about
the frequency of AML subgroups, although c-AML accounts for about 18% of leukemias.
We carried out this study to investigate the contribution of type I and 1l gene mutations in
the probability of overall survival (pOS) of c-AML in Brazil.

Methods. Seven hundred and three de novo pediatric AML cases (2000—2015) were as-
sessed throughout a multicentric network study. Mutations in hotspot regions of FLT3,
NRAS. KRAS, PTPNII, and c-KIT genes were analyzed as well as fusion genes
(RUNXI-RUNXITI1, MLL/KMT2A-r. CBF3-MYHII, and PML-RAR«) associated with
AML. Patients were treated out of the clinical trial although following the BFM-
AML2004 protocol. Acute promyelocytic leukemia (APL) was treated differently.
AML with Down syndrome was excluded.

Results. There were significant differences in gene mutations among age ranges
(=2 years-old: >2—10 years old and =11 years old) and the nonrandom association be-
tween type /Il mutations. Lower white blood cell count (=50 x 10°/L) was associated
with RUNX1-RUNXITI, whereas higher WBC with CBF3-MYHI1 (p <0.05). Cumula-
tive pOS in 5 years was 37.7 £ 2.8% for total AMLs and 59.8 £ 6.2% for APL
(p = 0.03). pOS differences were observed between Brazilian regions. The South-
Southeast regions had a better S-year pOS. whereas the Midwest region presented the
poorest pOS (23.7 £ 4.9%). PTPNI1 mutations conferred an adverse prognosis as an in-
dependent prognostic factor.

Conclusions. ldentification of genetic subgroups contributes to the molecular epidemi-
ology and biology of AML worldwide. reflecting the profile of pediatric AML cases in
Brazil. © 2016 IMSS. Published by Elsevier Inc.

Key Words: Pediatric AML, Brazilian AML, Type I/l mutations, Molecular markers, Prognosis.

Introduction

The improvement of childhood acute myeloid leukemia
(c-AML) characterization represents an important chal-
lenge in pediatric hematology. In Brazl, little is known
i h regarding the epidemiology and the distribution of biolog-
Pediatric Hematology-Oncology Program, Research Center, Instituto Na- ical K f e J\NIL4 di h . f
cional de Cancer-INCA, Rua André Cavalcanti, 37, Zip code: 20231- tcal mar e‘rs 07 e » 4 disease fhat ‘ﬂLLCleIS or
050, Rio de Janeiro, RJ, Brasil: Phone: (+55) (21) 3207-6505; FAX: 18—24% of all diagnosed cases =19 years of age (1). Over
(+55) (21) 3207-6553; E-mail: mpombo@inca.gov.br. the past decade, considerable knowledge has been achieved
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0188-4409/% - see front matter. Copyright © 2016 IMSS. Published by Elsevier Inc.
http://dx.doi.org/10.1016/j.arcmed.2016.11.015
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about the leukemia pathogenesis throughout genetic sub-
types. Some founder leukemogenic elfects are largely
described as somatic translocations and fusion genes (2).
These recurrent genetic aberrations are important prog-
nostic factors in c-AML and an increasing number of study
groups are using them for risk group stratification (3—35).
Within the World Health Organization (WHO) classifica-
tion, these disease-defining genetic aberrations have been
used to define unique disease categories and update the
new associations over time (6,7).

The leukemogenic process, like another human carcino-
genesis pathway, is a consequence of more than one muta-
tion that leads to advantage survival of a single clone and to
the heterogeneity of the disease. The two major types of ge-
netic evenls in AML are type I and IT aberrations that, in
general, enhance the self-renewal and proliferation poten-
tial of the myeloid progenitor. Type I aberrations occur as
mutations in hotspots of specific genes involved in signal
transduction pathways (FLT3, c-KIT, NRAS, KRAS and
PTPNIT), which lead to uncontrolled proliferation and/or
survival of leukemic cells. Type Il aberrations are often
chromosomal rearrangements of transcription factors re-
sulting in the translation of fusion proteins leading to
impaired differentiation of the leukemic cells (PML-RARw
H15,17)(q22;q21), RUNXI-RUNXITI (8,21)(q22,q22),
CBF(3-MYHII  inv(16)(p13g22)/1(16,16)(p13;q22) and
11q23/MLL(now named as KM7T2A gene)-rearrangements
(8). The third class of aberrations called type III mutations
is proposed for AML pathogenesis affecting epigenetic reg-
ulators with special reference in adulthood AML (9,10),
which reinforces the fact that pediatric cases are a different
entity. Moreover, it has been shown that the broad range of
type II alterations seems to originate during early life as the
first event for overt leukemia (11==13).

A comprehensive analysis of the main type I and IT mu-
tations in ¢-AML was performed, providing an overview of
the largest AML series in Brazil as recommended by the
WHO for classification of myeloid neoplasms. We deter-
mined the distribution frequencies of AML subtypes ac-
cording to somatic alterations and investigated the
potential contribution of these markers with the clinical
outcome.

Materials and Methods
Patients

This is a retrospective and multicentric study of 703 de no-
vo c-AML received at the Pediatric Hematology-Oncology
Research Program (PHOP), Instituto Nacional de Cancer,
Rio de Janeiro between January 1, 2000 and December
31, 2015. Cases included were forwarded from 49 Brazilian
medical institutions that are reference in oncological care
for children with leukemia for diagnostic purpose. The
equipped centers were located in four out of five
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geographical regions of the country (Northeast, South,
Southeast, and Midwest) as shown in Figure 1; c-AML
was diagnosed according to morphology and immunophe-
notyping characterization in bone marrow (BM) and pe-
ripheral blood (PB) samples from patients aged
=21 years. Molecular analysis was based on results of
the good quality of the diagnostic material. Exclusion
criteria consisted of prior chemotherapy, prior myelodys-
plasic syndrome and associated genetic syndromes (e.g.,
Down, Bloom, Noonan).

For each center, the information regarding the number of
cases was presented as a proportional scale. In order to
portray a number of cases in a broad map (Figure 1). Each
center performed a review of the morphology according to
the WHO/French-American-British (FAB) classification; in
six institutions immunophenotyping was also performed
and samples were sent to us for additional tests. Clinical
and biological data including cytogenetic results when per-
formed were obtained from these medical centers.

A predefined set of data was collected for each case con-
taining clinical data obtained at initial diagnosis, including
sex, age, race, and white blood cell (WBC) count. For race,
cases were categorized into “whites” and “non-whites™ as
determined by the parents or guardians of the children. In
order to cluster fewer heterogeneity groups. Even though,
racial categorization in Brazil is a poor predictor of
genomic ancestry (14).

Ethics

The institutional review board approved the treatment ac-
cording to local laws and guidelines, with informed consent
obtained in accordance with the Declaration of Helsinki.
For this research project, local agreements and approvals
were obtained by the Instituto Nacional de Céncer Research
and Ethics Committee under the registry mumber 186688 as
“Immuno-molecular alterations in pediatric AML: an

Demegraphic regions
[ North

I Hortheast

[ Midwest

[T Southeast

[ south

Mumber of cases
=10

I 1150

[ 51100

> 100

Figure 1. Brazilian map of c-AML cases sent from cach geographic re-
gion. The number of cases from each collaborative institution is grouped
by states and presented as proportional circles. (A color figure can be
found in the online version of this article )y
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interaction between somatic mutations and etiopathological
risk lactors™,

Treatment of AML Patients

Patients were treated out of a unique controlled clinical trial
but received relatively homogeneous treatment following in-
ternational consensus guidelines on AML treatment. Due to
differences in diagnostic procedures over time, the analyses
of treatment and prognostic markers with relevance were
divided into two periods: cases diagnosed from 2000—2007
(first period) and those from 2008—2015 (second period).
Treatment strategies were mainly standardized with two
different induction regimens using cytarabine, idarubicin,
and etoposide as the BEM-AML2004 protocol in the second
period of the case ascertainments. The clinical decisions in
the majority of settings followed the guidelines on the treat-
ment of AML published elsewhere (15). Stem cell transplan-
tation was performed in selected high-risk patients (16).
Acute promyelocytic leukemia (APL) cases were treated with
all-trans retinoic acid and specific therapeutic strategies (17).

Identification of Type I Mutations

Genomic DNA was purified from BM samples with
QlAamp® DNA Blood Mimi Kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many). Mutations were determined in the hotspot regions
of FLT3, NRAS, KRAS, PTPNII, and c-KIT as previously
described or following primers and PCR conditions pro-
vided in Supplementary Table 1 (18). Briefly, FLT3 muta-
tions were examined at the tyrosine Kinase domain (TKD)
in codon 835 and juxtamembrane domain in exons 11/12
as internal tandem duplications (ITD). NRAS/KRAS status
was determined by searching mutations in exon 1 (with spe-
cial altention in codons 12/13), PTPNI! mulalions were
screening in exon 3, and ¢-KIT mutations were identified
in exons 8/17.

Identification of Type II Mutations

Total RNA was purified from BM cells using TRIzol® re-
agent (Invitrogen, Carlsbad, CA). ¢cDNA was synthesized
following transcriptase reverse enzyme addition and cDNA
integrity was evaluated throughout GAPDH amplification
(19). Type 1I mutations were screened for the four most
frequent fusion genes in pediatric AML cases including
RUNXI-RUNXITI, CBF3-MYH11, KMT2A-rearrangements
(KMT2A-r) and PML-RAR«. The last one was directly per-
formed according to acute promyelocytic leukemia (APL)
morphology and immunophenotyping profile. The fusion
genes and KMT2A breaks were also identified by fluores-
cence in sitw hybridization (FISH) with commercial DNA
probes (PML/RARg Translocation Probe Dual Fusion;
AMLI/ETO Translocation Probe Dual Fusion; CBFp/
MYHI11 Translocation Probe Dual Fusion; MLL Dual Color
Break Apart Rearrangement Probe; Cytocell, UK).
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The fusion transcripts were confirmed as described else-
where (19,20). The most common [usion partners of
KMT2A gene (MLLT3/AF9, MLLTIOIAFIO, MLLTI/ENL,
MLLT4/AF6, AFFI/AF4) were identified by reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction according to Burmeis-
ter et al. (20).

Statistical Analysis

Descriptive analyses were performed through continuous
variables in order to measure central tendency and disper-
sion, as well as categorical variables to determine the fre-
quency distribution. %> or Fisher's exact test was used to
compare proportions between groups. The non-parametric
Mann-Whitney U test was used for continuous variables.
For the purpose of this study, age was considered a categor-
ical variable with three groups for analysis, comprising
cases who were =2 vears old, between 2 and 10 years
old and =11 years old. Also, the distribution of cases
was tested for distinct periods: first period (2000—2007)
and second period {2008—2015) of c-AML diagnosis.

Owverall survival (OS) was measured from the date of
diagnosis to the date of the last follow-up or death from
any cause. Patients who did not experience an event were
censored at the time of the last follow-up and those who
did not attend a follow-up were censored at their date of last
known contact. Kaplan-Meier survival analysis method was
used to calculate the 5-year probabilities of OS (pOS), and
estimated survival values were compared using the log-rank
test in order to verify the association of the presence of one
genetic alteration in patients’ outcome. Association be-
tween independent variables and outcome was performed
using Cox proportional-hazard regression model with esti-
mated hazard ratio (HR) and 95% confidence intervals
(CI) were presented. Variables with p <0.20 were included
in this model for multivariate analysis following the step-
wise forward method. All p values were considered signif-
icant when <<0.05. All analyses were performed using
SPSS 21.0 (SPSS, Chicago, IL, 2004).

Results

Demography and frequency of ¢c-AML subtypes according
to period of incident cases are described in Table 1. There
was a high frequency of cases from the Northeast region
(p <0.001) and an increased number of c-AML from the
Midwest region was observed in the second period of case
ascertainments. There were no differences regarding age
groups and race distributions over time and the majority
of c-AML were considered as non-white (61.2%). The
overall age distribution of patients showed a median age
of 7.3 vyears, ranging from 0—21 vears. Cases aged
=2 years old represented 24.0%, those with ages between
2 and 10 years represented 37.7% and those patients aged
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Table 1. Demographic characteristics and classification of pediatric AML cases according to periods of analysis, Brazil, 2000—2015

First period Second period

AML features (2000—2007), 1 (%) {2008—2015), n (%) P
Brazilian geographic regions <0.001
Northeast 179 (59.1) 170 (42.5)
South 14 (4.6) 15 (3.8)
Southeast T8 (25.7) 08 (24.3)
Midwest 32 (106) 117 (29.2)
Age groups (years) 0.32
=2 81 (26.7) 88 (22.0)
=2—110 108 (35.6) 157 (39.2)
=11 114 (37.6) 155 (38.8)
Race 0.31
Whates 86 (36.3) 161 (40.4)
Non-whites 151 (63.7) 238 (59.6)
Sex 0.01
Males 183 (60.4) 203 (50.8)
Females 120 (39.6) 197 (49.2)
ICD-03 code 0.004
9806/3 (Mixed phenotype acute leukemia with BCR-ABLI) 1{0.3) 2(0.5)
98093 (Mixed phenotype acute leukemia, T/myeloid) 1 (0.3) 3 (08
9840/3 (Acute erythroid leukemia) 12 (4.0) 51(1.2)
G9861/3 (Not otherwise specified, NOS) 21 (6.9) 14 (3.5)
O866/3 (Acute promyelocytic leukemia; PMI-RAR) 49 (16.2) 81 (20.2)
G986T/3 (Acute myelomonocytic leukemia) 32 (10n6) 65 (16.2)
9871/3 (Acute myeloid leukemia, CBFG-MYF 11, FAB M4Eo) 5 (2.6) 28 (7.0)
O8T2/3 (AML with minimal differentiation) 14 (4.6) 14 (3.5)
987373 (AML without maturation) 18 (5.9) 17 (4.2)
O9874/3 (AML with maturation) 31(10.2) 211(5.2)
989173 (Acute monoblastic/monocytic leukemia) 25 (8.3) 41 (10.2)
9896/3 (Acute myeloid leukemia, RUNXI-RUNXITT) 33 (10.9) 40 (10.0)
9897/3 (1123 abnormalities) 33 (10.9) 41 (10.2)
99103 (Acute mepgakaryoblastic leukemia) 25 (3.3) 28 (7.0
Status”
Allive 123 (40.6) 170 (42.5) < 0.001
Dead 87 (28.7) 165 (41.5)
Missing 93 (30.7) 65 (16.2)
Total, n (%) 303 (43.1) 400 (56.9)

Td

FAB, French-American-British classification; ICD-03 International Classification of Diseases for Oncology 3™ Edition; WHO, World Health Organization,

“Excluding acute promyelocytic cases.

=11 years represented 38.3%; c-AML occurred in different
frequencies among boys and girls in the first period of the
study, with male predominance (p = 0.01), corresponding
to a male:female ratio of 1.5:1 in the first period and 1:1 in
the second period. Differences among the c-AML subtype
classification over time were observed, mainly with a
decrease of not otherwise specified (NOS)-AML subtype
in the second period of the study,

The frequency distribution of type I and II molecular al-
terations according to age strata and AML morphology are
shown in the supplementary material. The number of type 1
mutations increased in the upper ranges of age, i.e., cases
aged =2 years old presented 12.5% of type I mutations,
cases ranging from >2—10 years old and =11 years old
presented 39.5% and 47.7% of type I mutations, respec-
tively, as shown in Supplementary Table 2. Non-white cases
presented more type I mutations than cases considered
white, with 68.7 and 31.3% (p = 0.001), respectively.
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These differences were not observed for type Il mutations.
Both type I/II mutations were associated with morpholog-
ical subtypes, with the majority of them occurring in
AML cases with myelomonocytic differentiation. We iden-
tified more than one type Il mutation occurring concomi-
tantly in 13.2% of the cases.

The distribution frequencies of molecular alterations in
¢-AML according to demography and WBC count at diag-
nosis are shown in Table 2. All type II mutations presented
an association with age range. RUNXI-RUNXIT1, CBF§-
MYHI1 and PML-RARa were more frequent in cases aged
=11 years (48.6, 56.5, 57.1%, respectively). Similarly, both
types of FLT3 mutations (ITD/TKD) were found with older
cases (55.8, 66.7%, respectively). c-AML with 11q23/
KMT2A fusion genes grouped as KMT2A-r were found in
children at an early age (=2 years old) in 67.6% of cases
compared with AML without KMT2A-r in different age
groups (p <0.001). The frequency of partner gene was
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Table 2. Distribution frequency of molecular alterations in c-AML cases according to demography and white blood cells count, Brazil, 20002015

WBC count (x10°1)

Sex

Age (years)

Females,

Males,

=210,

Median

(range)

Frequency,

=50, n (%) P

0, n (%)

=5

Median (range)

P

n (%) n (%)

P

=11, n (%)

n (%)

,n (%)

nftotal (%)

Molecular alteration”

Type 11 mutations

0.001

<0001

14 (19.4)
16 (72.7)
36 (50.0)
14 (22.6)

58 (80.6)

201 (1.7—136)
1110 (7.2—268)
54.1 (2.4-451)
10.8 (0.1—800)

30 (40.5) 0.29

44 (59.5)
10 (43.5)
36 (48.6)
31 (49.2)

0(122) 29(39.2) 36 (486)  <0.001
13 (56.5)

4(174)
50 (67.6)

9.3 (0.2—18.3)

13.3(0.3—19.3)

74/390 (12.9)

RUNXI-RUNXITI
CBF3-MYHI1

61(27.3)
36 (50.0)
48 (77.4)

0.30
0.19

1.00

13 (56.5)
38 (51.4)
32 (50.8)

0.04

<0.001

6 (26.1)
16 (21.6)

23/376 (6.1)

0,004

0.34

810.8)
36 (57.1)

1.3 (0.0—21.1)
11.2 (1.3—18.0)

T4/308 (24.0)

KMT2A rearrangements

PML-RARw

Type 1 mutations

63/87" (72.4)

0.06

25 (39.7)

3

2(3.2)
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65 (59.1)

0.8—800)
0.8—540)
2.5—800)

50 (58.1)
15 (62.5)

23 (52.3)

5.1—800)
45—168)

1.0—=300)

12 (57.1)
17 (63.0)

10 (37.0

335

0.88
0.88
0.97
0.14

45.5) 091

356

258

404
48.5

452

0.32
0.20

40.0

41(373)  64(582) <0001 60 (54.5)

5(4.5)
3 (3.5)

—_
9
e}
w
=
)
=+

35 (40.7)

=
e
-
&
=)

6 (25.0)
12 (40.0)

S
<
-
s
=}

9 (30.0)

5(227)
9 (33.3)

12 (54.5)

5 (22.7)
5 (18.5)

13 (48.1)

1.0 (1.0—213
109 (1.0—213

11.0 (18—

1100473 (23.3)

FLT3 (ITD or TKD}

FLT3-ITD

86/473 (18.2)

24/473 (5.1)

FLT3-TKD
KRAS

4.6 (0.5—
10.2 (D.7—

300464 (6.5)

44/410 (10.7)

NRAS

e-KiIT

5.0{0.3—

22/210 (10.8)

T.5(D.4—

271260 (10.4)

PTPNI]

ITD, internal tandem duplication; TKD, tyrosine kinase domain; WBC, while blood cell count at diagnosis.
*The total numbers of analyzed cases refiect the availability of biological marterial for molecular tests,

“The total of PML-RARe analyzed was considered among the acute promyelocytic leukemia.
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MLLT3 (20074, 27.0%), AFFI (10/74, 13.5%), MLLTIO
(774, 9.5%), MLLTI (474, 5.4%) and MLLT4 (2/74,
2.7%), and other less frequent such as KMT2A-PTD (data
not shown in tables). Type 1l aberration RUNXI-RUNXIT!
was associated with low WBC count (=50 x 10')!1, 80.6%),
whereas CBF3-MYHII was associated with high WBC
count (>50 x 10%1, 72.7%). All the association results
were confirmed in a WBC count analysis as continuous var-
iable by the Mann-Whitney U test (data not shown). NRAS
mutations were associated with higher WBC count at diag-
nosis (median 48.5 x 10°/1 for NRAS mutated cases vs. 29.5
x 101 for wild-type cases; p = 0.02). We observed that
mutations in KRAS and PTPN!] mutations seem to present
a different male:female ratio from the overall cohort, with
2:1 and 6:1, respectively.

Owerall distribution frequencies of type I among type I1
mutations are represented in Figure 2. Association between
the presence of any type | mutation and fusion genes in c-
AML showed that RUNX/-RUNXITI and PML-RARa are
the aberrations presenting the higher number of type I mu-
tations (28.6 and 33.8%, respectively; data not shown). The
variation frequencies of FLT3, KRAS and NRAS mutations
in all of the type 11 subtypes were observed, which seem to
be differently distributed among them.

Statistical values calculated for the nine molecular alter-
ations, including p values and OR, are shown in
Supplementary Table 3. ¢-KIT mutations were more
frequently observed within the core-binding factor (CBF)-
AML group, including both CBFE-MYHII (OR 3.1, 95%
CI 1.1-9.1) and RUNXI-RUNXITI (OR 3.7, 95% CI
1.2—10.9), compared to other type II subtypes.

The univariate analysis for pOS in both periods of ascer-
tainment cases and the potential contribution of the molec-
ular markers in clinical outcome are shown in Table 3. No
statistically significant associations were found for age, sex
and WBC count in the overall cohort according to the two
periods of analysis. The median of pOS time of the whole
AML cohort, excluding APL, was 17.1 months (95% CI
12.9—21.2 monihs; 5-year pOS 37.7 £ 2.8%); lor APL,
the 5-year pOS was 59.8 + 6.2% and the median was not
rcached. In the first period of the study, the variables that
presented significant pOS values were age strata, the pres-
ence of FLT3 mutations and APL as shown in
Figures 3A—3C.

In the second period of the study, the region where the
treatment was placed showed differences in S-year pOS
(shown in Figures 4A—4F). Cases from the South/Southeast
region of Brazil presented betier ouicome (5-year pOS 54.7
+ 6.5%) than others. AML with CBF3-MYHI11 and APL
with PML-RARa had better 5-year pOS than other AML
subtypes (p = 0.03 and p = 0.08, respectively). AML with
PTPNIT mutations were associated with the worst 5 year
pOS (p <0.001).

Five-year pOS showed large differences between type Il
aberrations as described as a whole in detail in Table 3. We
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Figure 2. Pie chart illustrating the frequency of type 1l mutations among subgroups of type I mutations in c-AML. (A color figure can be found in the online

version of this article )

compared positive vs. negative cases for the specific type 11
mutations except for PML-RAR«, within which analysis
was performed in order to compare cases with PML-RAR
and other genetic subtypes. Patients carrying the fusion
genes CBFE-MYHII or PML-RARa showed the most
favorable outcome with 5-year pOS of 67.9 = 10.9% and
72.8 + 7.0%, respectively, as well as identified by Cox pro-
portional hazard model (Supplementary Table 4). Patients
presenting KMT2A-r (different fusion genes together)
showed the lowest 5-year pOS (35.0 £ 6.9%) compared
to cases negative to this molecular alteration.

For type I mutation analysis, patients presenting NRAS
and c-KIT mutations had a better outcome than the other
AML cases, with 5-year pOS of 57.8 £ 9.0% and 58.1
=+ 12.7%, respectively; however, this was not statistically
significant. On the other hand, cases presenting PTPNII
mutations showed the worst prognosis with 5-year pOS of
10.4 + 9.0% (Table 3 and Supplementary Table 4). Multi-
variate analysis identified PTPNIJ mutations as an inde-
pendent prognostic factor to predict adverse pOS (HR
2.3,95% CI 1.3—4.1; p = 0.004).

Discussion

This retrospective analysis of de novo c-AML cases gath-
ered throughout molecular diagnostic characterization rep-
resents the largest AML series in Brazilian children and
adolescents. The substantial amount of cases was only
possible due to the joint effort of collaborating institutions
that sent the samples for diagnostic characterization and
epidemiological studies (21). These cover ~70% of the
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main pediatric onco-hematology hospital in the Brazilian
regions. Because of the morphological and molecular het-
erogeneity of AML, our study has made it possible to iden-
tify subgroups defined by molecular aberrations, adapting
the diagnosis to recommendations of specific treatments
and to understand the biology of the disease (5). In addi-
tion, the AML classification based on morphological fea-
tures is not sufficient to predict prognostic value.

The present study demonstrated the high percentage of
APL (16.2—20.2%) in both the first and second periods
of analysis followed by the AML myelomonocytic subtype
(10.6—16.2%) among the entire AML setting. The NOS-
AML category in WHO classification is a universal concern
because it gathers AML with heterogeneous biology that
evolved with different distributions throughout time.
NOS-AML frequency was found especially high in the first
period of the study (2000—2007 = 6.9%) compared to the
second period (2008—2015 = 3.5%) when an algorithm of
tests allowed allocating cases in a specific AML subgroup.
Considering that more sensitive and specific molecular tests
such as FISH were accessed in Brazil over time, APL re-
mains more frequent than other subtypes. APL group still
represents the main subtype specified in the Brazilian series
in both periods, before and after the inclusion of molecular
markers. The present results reinforce the premises and
fulfill gaps on AML epidemiology and molecular profile
characterized by a high rate of APL/PML-RARw in children
and vounger adults. By that means, this study leads to the
great effect of knowledge about c-AML subtypes in a Latin
American country. High proportions of APL have been
found in regions such as Italy, Spain, Central America
and South America (22).
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Table 3. Univariate analysis for overall survival parameters of c-AML cases. 2000—2015, Brazil

Univariate analysis

n (n of events) S-year pOS (SE) Median® (95% CI) p*
Periods of analysis” 443 (218) 0.38
Phase T (2000—2007) 171 (81) 40.1 (4.4) 19.6 (7.3=32.0)
Phase I1 (2008—2015) 272 (137) 36.3 (3.7) 154 (10.1-21.2)
Geographic regions of treatment” 443 (218) 0.003
Northeast 197 (87) 37.8 (4.8) 18.0 (10.9—-25.1)
South/Southeast 139 (63) 47.6 (4.7) 40.7°
Midwest 107 (68) 237149 10.5(3.4-17.7)
Age range (years)’ 443 (218)
=2 147 (79) 34.6 (4.9) 13.9 (6.6—21.2) 0.40
=2—10 148 (68) 388 (2.1) 218 (10.5—-33.1) 0.14
=11 148 (71) 38.8 (4.7) 11.8 (5.0—18.7) 0.49
Race” 407 (200) 0.29
Whites 168 (#d) 40.5 (4.5) 19.6 (6.7—32.5)
Non-Whites 39 (116) 33.3 (4.1 15.2 (10.0—=20.7)
Sex" 443 (218) 0.93
Males 250 (124) 352039 191 (13.0—22.7)
Females 193 (94) 40.1 (4.2) 16.3 (10.0—22.7)
WBC count (x10°1)" 428 (211) 0.64
=50 284 (134) 39.2(3.5) 17.5 (13.5-21.5)
=50 144 (77) 34.5(49) 13.8 (5.8—21.8)
Morphological classification 5345 (252) 0.02
Acute promyeclocytic leukemia 102 (34) 50.8(6.2) 4
Other subtypes 443 (218) 37.7(2.8) 17.1 (12.9-21.2)
Type 1l mutations®
RUNXI-RUNXITI" 329 (170) 36.9 (7.9) 16.6 (9.5—23.7) 0.53
CRFA-MYHII" 318 (168) 67.9(10.9) “ 0.02
KEMT2A rearrangemenrs" 260 (131) 35.00(6.9) 103 (3.3—17.3) 0.25
PML-RARa" 545 (252) 72.8 (7.0 4 0.003
Type T mutations™
FLT3 388 (183) 26.1 (6.7) 13.5 (7.4—19.6) 0.
KRAS 383 (176) 46.8 (10.9) 47.4° .60
NRAS 334 (159 57.8 (9.0) “ 0.13
KIT 186 (80) 58.1(12.7) d 0.28
PTENII 206 (93) 10.4 (9.0} 4.3 (0.3—8.4) 0,003
Concomitant type I mutations” 131 (68) 0.16
Single mutation 115 (56) 36.9 (5.8) 19.1 (12.2—25.9)
More than one mutation 16 (12) 25.0(10.8) 2.4 (0.0—10.9)

Cl, confidence interval;, n, number; pOS, probability of overall survival, SE, standard error.
*p values from log-rank test indicale whether the differences are significant between subgroups.

*Median survival in months.
"Excluding acute promyelocytic leukemia subtype.

“Analysis performed between groups positive and negative for the molecular alteration.

“Median not reached.
“Confidence intervals undefined,

The present findings have an impact on enhancing epide-
miological studies involving genetic markers and requiring
environmental exposures investigations as well as to guide
strategies for tailoring treatment. APL subgroup is at the
same time highly fatal and highly curable, deserving a sepa-
rate and urgent treatment strategy (23,24).

Comparing the present data with the recent publication
of AML with hospital-based registries and a population-
based study, the findings confirm the differences in regional
distribution of ¢c-AML. For instance, we have noticed a
male predominance noted in all c-AML groups found here,
which corroborates with findings from hospital-based and
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population-based cancer regisiries (25,26). Moreover,
different host factors such as sex, race, body mass index
and genetic background have been associated with
increased risk of AML development (27). The findings that
mutations in KRAS and PTPNI] were more frequent in
males supports the premises that both genes would be
involved in the proliferation and survival of spermatogonial
stem cells (28).

All subtypes of AML probably share abnormalities in
common pathways that regulate proliferation, differentia-
tion, and cell death. These include mutations that affect
proliferative and cell survival signals, and mutations that
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Figure 3. Survival analysis of the c-AML cases of the First Period (2000—2007). Kaplan-Meier estimates for the probability of overall survival (p0S) for age

strata (A), FLT3 mutations in c-AML (B), and APL (C). p values were calculated
onling version of this article.)

lead 1o differentiation arrest or enhanced cell self-renewal
(8). A discussion about the value of molecular markers in
the c-AML treatment should begin with recognizing that
various prognostic subtypes are closely linked to the chro-
mosomal karyotypes present in the leukemia cells as the
founder element of AML pathogenesis (29). The karyotype
and/or molecular aberration allow the segregation of c-
AML into three categories of favorable, adverse, and inter-
mediate prognosis subgroups. Our results corroborate with
the literature as CBF3-MYHI1 and PML-RARw are predic-
tors of favorable outcomes. The prognostic significance of
other genetic abnormalities individually could not be as-
sessed because of the small number of cases in each
subgroup.

AML with RUNXI-RUNXITI and CBF(3-MYHI1 have
been recognized as unique entities among AML with their
predictive values and both aberrations affect CBFF and are
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using log-rank test, SE, standard error. (A color figure can be found in the

usually named and gathered as CBF-AMLs. However,
considerable clinical and biological heterogeneity exists
within CBF-AMLs (30). For instance, we found that
RUNXI[-RUNXIT! was associated with low WBC count,
whereas CBFB-MYHI11 was associated with high WBC
count. The pathogenic mechanisms of CBFE-MYHII
responsible for high proliferation rate and consequently
high WBC count provide an effective benefit evaluation.
Therefore, high WBC count in subsets of AML should be
considered with caution and molecular markers become
more relevant tools than WBC count at diagnosis. Distinct
molecular events that result in leukocytosis might be
markers inherent of the disease, underscoring the patho-
genic consequences of both rearrangements.

The distribution of type II aberrations in infant AML
(i-AML) differs in older patients as RUNXI-RUNXITI
and PML-RARa are seldom found in these settings,
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suggesting different mechanisms of leukemogenesis. As a
whole, our findings are similar to those reported previously
(31). Nevertheless, we found a higher frequency proportion
of i-AML with associated with KMT2A-r (67.6%)
compared to that described in the literature (31,32). A
possible explanation for this phenomenon could be the fact
that we are a reference for infant leukemia diagnosis (33).
However, these findings deserve further ecological investi-
gation. Concerning the prognostic predictive values, i-AML
have been associated with adverse prognostic features (34).
Additionally, in this current study, patients aged =11 years
presented an inferior outcome as demonstrated previously
(35), pointing out biological parameters in different age
groups of c-AML patients. As outcome data strongly
depend on treatment, it is important to evaluate whether
different age groups have been treated similarly. There is
also a big difference for children and adolescents to access
treatment in clinical trials, which might influence prognosis
(35=37). Survival data for the specific c-AML are rarely
found in the medical literature.

Regarding the findings of type I mutations (5,7), we
identified similar frequencies in FLT3, NRAS and c-KIT
mutations compared to what has been described in adult-
hood AML, although slightly lower frequencies were iden-
tified than described in ¢-AML. elsewhere (31,38—41), The
recurrent somatic mutations FL73 and PTPNI] may allow
additional refinement in prognostication and, in some cases,
would provide opportunities for targeted treatment.

Limitations of these data should be acknowledged and
considered in order to interpret the findings. First of all,
the results are based on analysis of retrospective data
collected in 49 treatment centers, which might have caused
constraints on adherence to returns and lack of information
requested. The lower death rate (28.7%) and better pOS in
the first period of the study would affect the differences in
the estimate rates due to the higher proportion of missing
information on follow-up (30.7%) when compared with
the second period of the study (16.2% of missing reports).
One speculation is that in the first period, although with a
low number of centers with adherence to this project, they
had mere controlled management therapeutic protocols,
whereas in the second period of the study the increased
number of centers located in less developed regions and
low research resources compromised the overall pOS.
Another pitfall is concerning the variable (mode of treat-
ments) that catalyzes the improvements in AML. They
were not assessed in this study (as it is in controlled thera-
peutic protocol) such as AML risk-stratification and man-
agemenl supporl care.

Even with these limitations, it is noteworthy to explain
that patient access to the national public health system
(SUS created in 1988) reorganized and allowing free treal-
ments, and the access to PHOP research facilities to leuke-
mia characterization, the molecular and epidemiological
scenarios described herein, certainly reflect the reality of
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Brazil over time (21). The high number of patients included
and the wide time frame covered enabled us 1o have a repre-
sentative frequency of distribution of c-AML. Although the
clinicians and the infrastructure of each center involved in
AML treatment were off-clinical trial research, a variety
of guideline procedures such as supportive care and man-
agement of complications and information and comparison
with published results were shared through dissemination
of innovation care in the network (24,42). Nevertheless,
additional clinical controlled studies would be necessary
to reinforce the present results,

In conclusion, differences in OS ratio were observed be-
tween Brazilian regions, with the South-Southeast regions
with better 5-year pOS, whereas the Northeast-Midwest re-
gions had the poorest 0OS. Although they are not
population-based, these findings contribute with important
data in the epidemiology scenario of c-AML as a whole.
Survival data for the specific c-AML subtype in Latin
American countries are rarely found in the literature. Inclu-
sion of cytogenetic-molecular markers in the characteriza-
tion of AML are of great predictive value for OS.
PTPNII mutations conferred adverse prognosis as an inde-
pendent prognostic factor.

Co=authors

Alejandro Mauricio Arancibia,” Rosania Maria Basegio,h
Patricia Carneiro de Brito,” Eny Guimaries Carvalho,d José
Carlos Martins Cordoba,® ITmarui Costa,’ Virginia Maria
Céser? Adriana Vanessa Santini Deyl" Anna Carolina
Silva Dias,® Eloisa Cartaxo Fialho,' Bruno Marcelo Rocha
Frcirc,j Renata Silva de Carvalho Gurgcl,k Maura Rosane
Valério Tkoma,” Ingrid Koster,! Isis Maria Quezado Mag-
alhdes,” Ana Maria Marinho,” Renato Melaragno,™ Suellen
Valadares Moura,' Gustavo Ribeiro Neves," Claudia Teresa
Oliveira,” llana Zalcberg l{cnauh:,l Terezinha de Jesus Mar-
ques Salles,” Denise Browsfield Silva,” Marcelo Santos
Souza,” Téllita Meciany Farias Vieira,! Fernando de Almei-
da Werneck,” Ana Freund Winn,” and Gustavo Zamperlini?

"Hospital Amaral Carvalho, Jad, Sao Paulo, Brazil

Hospital Regional de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil

“Hospital Araiijo Jorge, Goiinia, Goids, Brazil

“Hospital Martagao Gesteira, Salvador, Bahia, Brazil

“Hospital da Crianga, Brasilia, Distrito Federal, Brazil

rHospital Infantil Joana de Gusmao, Floriandpolis, Santa
Catarina, Brazil

#Hospital Universitdrio de Santa Maria, Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brazil

"Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil

‘Hospital Napoleio Laureano, Joio Pessoa, Paraiba,
Brazil

JHospital Santa Isabel, Salvador, Bahia, Brazil



666 Andrade et al./ Archives of Medical Research 47 (2016) 656—667

kHospit;a] Universitario Alcides Carneiro, Campina
Grande, Paraiba, Brazil

nstituto Nacional de Céncer, Rio de Janeiro, Rio de Ja-
neiro, Brazil

"Hospital Santa Marcelina, Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil

"Hospital Sarina Rolin Caracante, Sorocaba, Sao Paulo,
Brazil

“Hospital Universitirio Oswaldo Cruz, Recife, Pernam-
buco, Brazil

PHospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

9Hospital Infantil Darcy Vargas, Sio Paulo, Sio Paulo,
Brazil

Acknowledgments

The authors gratefully acknowledge the contributions of Paola
Cappelletti for technical support and Luisa Vieira Marques for
help related to the statistical analysis. This work was supported
by grants from the National Council of Technological and Scien-
tific Development (CNPq #481104/2012-7) and Fundagao de Am-
paro a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ, E-26/
110.712/2012. MSPO is a scholar supported by CNPq #301.594/
2015-5 and FAPERJ-CNE #E-26/102.337/2013,

Supplementary Data

Supplementary data associated with this article can be
found in the online version at http://dx.doi.org/10.1016/).
arcmed.2016.11.015.

References

1. de Souza Reis R Sr, de Camargo B, de Oliveira Santos M, et al. Child-
hood leukemia incidence in Brazil according to different geographical
regions. Pediatr Blood Cancer 2010;56:58—64.

2. Rowley JD. The critical role of chromosome translocations in human
leukemias. Annu Rev Genet 1998,32:495—519.

3. Meshinchi 8, Arceci RJ. Prognostic factors and risk-based therapy in
pediatric acute myeloid leukemia. Oncologist 2007;12:341=355,

4. Kaspers GIL, Creutzig U. Pediatric acute myeloid lenkemia: interna-
tional progress and future directions. Leukemia 2005;19:2025—2029.

A, Creutzig U, van den Heuvel-Eibrink MM, Gibson B, el al. Diagnosis
and management of acute myeloid leukemia in children and adoles=
cents: recommendations from an international expert panel. Blood
2012;120:3187=3205.

6, Vardiman JW, Thiele I, Arber DA, et al. The 2008 revision of the
World Health Organization (WHO) classification of myeloid neo-
plasms and acute leukemia: rationale and important changes. Blood
2009;114:937=051.

7. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, et al. The 2016 revision to the
World Health Organization classification of myeloid neoplasms and
acute leukemia. Blood 2016;127:2391—=2405.

8. Gilliland DG. The molecular basis of leukemia. Hematology 2004,
2004:80—97.

9, Ley TI, Ding L, Walter MI, et al. DNMT3A mutations in acute
myeloid leukemia. N Engl J Med 2010;363:2424—2433.

10. Liang DC, Lin HC, Yang CP, et al. Cooperaling gene mutations in
childhood acute myeloid lenkemia with special reference on mutations
of ASXL1, TET2, IDHI, IDH2, and DNMT3A. Blood 2013;121;
2988=2095,

179

11. Hunger 5P, McGavran L, Meltesen L, et al. Oncogenesis in utero; fetal
death due to acute myelogenous leukaemia with an MLL transloca=
tion. Br J Haematol 1998:103:539—542,

12, Greaves MF, Leukemia in twins: lessons in natural history. Blood
2003:102:2321—2333,

13. Ford AM, Ridge SA, Cabrera ME, et al. In utero rearrangements in the
trithorax-related oncogene in infant leukaemias, Nature [1993;363:
358—360.

14. Pena SDI, Pietro GD, Fuchshuber-Moraes M, et al. The genomic
ancestry of individuals from different geographical regions of Brazil
is more uniform than expected. PLoS One 201 1:6:217063.

15. Bittencourt R, Bortolheiro TC, de Lourdes Lopes Ferrari
Chauffaille M, et al. Guidelines on the treatment of acute myeloid leu=
kemia: Associagao Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular. Rev Bras Hematol Hemoter 2016;38:58=74.

16. Silla LM, Dulley F, Saboya R, et al. Bone marrow transplantation and
acute myeloid leukemia: Brazilian guidelines. Rev Bras Hematol He=
moter 2012;35:56—61.

17. Pagnano KBB, Rego EM, Rohr 5, et al. Guidelines on the diagnosis
and treatment for acute promyelocytic leukemia: Associagao Brasi-
leira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular Guidelines Proj-
ect: Associagao Médica Brasileira—2013. Rev Bras Hematol Hemoter
2014;36:71=89,

18. Barbosa TC, Andrade FG, Lopes BA, et al. Impact of mutations in
FLT3, PTPNI11 and RAS genes on the overall survival of pediatric
B cell precursor acute lymphoblastic leukemia in Brazil. Leuk Lym-
phoma 2014,55:1501—=1509.

19. Van Dongen JJ, Macintyre EA, Gabert JA, et al. Standardized RT-PCR
analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in
acute lenkemia for detection of minimal residual disease. Report of
the BIOMED-1 Concerled Action: invesligation of minimal residual
disease in acute leukemia. Leukemia 1999;13:1901=—=1928.

20, Burmeister T, Meyer C, Groger D, et al. Evidence-based RT-PCR
methods for the detection of the 8 most common MLL aberrations
in acute leukemias. Leuk Res 2015;39:242—247.

21. Pombo de Oliveira MS, Koifman 8, Vasconcelos GM, et al. Devel-
opment and perspective of current Brazilian studies on the epidemi-
ology of childhood leukemia. Blood Cells Mol Dis 2000;42:
121—125.

22, Zhang L, Samad A, Pombo-de-Oliveira MS, et al. Global characteris-
ucs of childhood acute promyelocytic leukemia. Blood Rev 2015;29:
101—125.

23. Estey EH. Acute myeloid leukemia: 2013 update on risk=stratification
and management. Am J Hematol 2013;88:317=327.

24, Ribeiro RC, Rego E. Management of APL in developing countries:
epidemiology, challenges and opportunities for international collabo-
ration. ASH Education Program Book 2006:(1):162=168.

25, Guimaraes RM, Chaiblich JV, Valente BCS, Trends in mortality due
to myeloid leukemia in regions of Brazil and the country as a whole
between 1980 and 2012, Rev Bras Hematol Hemoter 20016:38:
172—174.

26. Thuler LCS, Pombo=de=Oliveira MS. Acute Promyelocytic Leukaemia
15 Highly Frequent Among Acute Myeloid Leukaemias in Brazal: a
Hospital-Based Cancer Registry Study From 2001—2012. Ann Hema=
tol; 2016;. [Epub ahead of print].

27. Radhi M, Meshinchi 8, Gamis A. Prognostic factors in pediatric acule
myeloid leukemia. Curr Hematol Malig Rep 2010;5:200—206,

28. Puri P, Walker WIL The regulation of male fertility by the PTPN11
tyrosine phosphatase. Semin Cell Dev Biol 2016;59:27=34,

29, Grimwade D, Hills RK, Moorman AV, et al. Refinement of cytogenetic
classification in acute myeloid leukemia: determination of prognostic
sipnificance of rare recurring chromosomal abnormalities among 5876
younger adult patients treated in the United Kingdom Medical
Research Council trials. Blood 2010,116:354—365.



31

32,

33

35

Pediatvic Acute Myeloid Leukemia in Brazil 667

. Duployez N, Marceau-Renaut A, Boissel N, et al. Comprehensive

mutational profiling of core binding factor acute myeloid leukemia.
Blood 2016;127:2451—=2459.

Balgobind BV, Hollink TH, Arentsen-Peters ST. et al. Integrative anal-
ysis of type-I and type=II aberrations underscores the genetic heteroge-
neity of pediatric acute myeloid leukemia. Hacmatologica 2011;96:
1478—1487.

von Neuhoff C, Reinhardt D, Sander A, et al. Prognostic impact of
specific chromosomal aberrations in a large group of pediatric patients
with acute myeloid leukemia treated uniformly according to trial
AML=BFM 98. J Clin Oncol 2010:28:2682—2689.

Emerenciano M, Meyer C, Mansur MB, et al. The distribution of MLL
breakpoints correlates with outcome in infant acute leukaemia, Br J
Haematol 2013;161:224~236.

. Pui CH, Raimondi SC, Srivastava DK, et al. Prognostic factors in in=

fants with acute myeloid leukemia. Leukemia 2000;14:684—687.
Creutzig U, Bichner T, Sauerland MC, et al. Significance of age in
acute myeloid leukemia patients younger than 30 years. Cancer
2008:112:562—=571.

180

30.

37.

38.

39

40.

41.

42,

Bleyer WA, Tejeda H, Murphy SB, et al. National cancer clinical tri-
als: children have equal access; adolescents do not. J Adolesc Health
1997:21:366—373.

Bleyer A. Older adolescents with cancer in North America; deficits in
outcome and research. Pediatr Clin North Am 2002;49:1027—1042.
Goemans BE, Zwaan CM, Miller M, ¢t al. Mutations in KIT and RAS
are frequent events in pediatric core-hinding factor acute myeloid leu-
kemia. Leukemia 2005,19:1536—1542.

Meshinchi S, Alonzo TA, Strewalt DL, et al. Clinical implications of
FLT3 mutations in pediatric AML. Blood 2006;108:3654—3661,
Balgobind BV, Van den HeuvelsEibrink MM, De Menezes RX, et al.
Evaluation of gene expression signatures predictive of cytogenetic and
molecular subtypes of pediatric acute myeloid leukemia, Haematolog-
ica 2010;96:221=230,

Dohner H, Gaidzik VI. Impact of genetic features on treatment deci=
sions in AML. Hematology 2011;2011:36—42.

Creutzig U, Zimmermann M, Ritter J, et al. Treatment strategies and
long-term results in paediatric patients treated in four consecutive
AML-BFM trials. Leukemia 2005;19:2030=2042.



REV BRAS HEMATOL HEMOTER. 2016;38(4):291-

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia
Brazilian Journal of Hematology and Hemotherapy

www.rbhh.org

Original article

Identification of the MYST3-CREBBP fusion gene in
infants with acute myeloid leukemia and
hemophagocytosis

@ CrossMark

Francianne Gomes Andrade®, Elda Pereira Noronha“, Rosania Maria Baseggio®,
Teresa Cristina Cardoso Fonseca®, Bruno Marcelo Rocha Freire?,
Isis M. Quezado Magalhaes®, Ilana R. Zalcberg?, Maria S. Pombo-de-Oliveira “*

# Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro, RJ, Brazil

b Hospital Regional do Mato Grosso do Sul Rosa Pedrossian (HRMS), Campo Grande, MS, Brazil

© Hospital Manoel Novais, Santa Casa de Misericérdia de Itabuna (HMN-SCMI), Itabuna, BA, Brazil
4 Hospital Santa Izabel, Salvador, BA, Brazil

¢ Hospital da Crianga Jose de Alencar (HCB), Brasilia, DF, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 25 June 2015
Accepted 16 June 2016
Available online 26 July 2016

Keywords:

Infant leukemia

Acute myeloid leukemia
t(8;16)(p11 ;p13)
MYST3-CREBBP (or, MOZ-CBP)
Hemophagocytosis

Background: Acute myeloid leukemia presenting the MYST3-CREBEBP fusion gene is a rare
subgroup associated with hemophagocytosis in early infancy and monocytic differentiation.
The aim of this study was to define the relevant molecular cytogenetic characteristics of a
unique series of early infancy acute myeloid leukemia cases (<24 months old), based on the
presence of hemophagocytosis by blast cells at diagnosis.
Methods: A series of 266 infant cases of acute myeloid leukemia was the reference cohort for
the present analysis. Acute myeloid leukemia cases with hemophagocytosis by blast cells
were reviewed to investigate the presence of the MYST3-CREBBP fusion gene by fluorescence
in situ hybridization (FISH) and reverse transcription polymerase chain reaction.
Results: Eleven cases with hemophagocytosis were identified with hemophagocytic lympho-
histiocytosis being ruled out. Six cases were classified as myelomonocytic leukemia, three as
AML-M7 and two as AML-M2. In five cases, the presence of the MYST3-CREBBP fusion gene
identified by molecular cytogenetics was confirmed by fluorescence in situ hybridization.
All patients received treatment according to the Berlin-Frankfiirt-Miinster acute myeloid
leukemia protocols and only one out of the five patients with the MYST3-CREBBP fusion
gene is stll alive.
Conclusions: Our findings demonstrate that the presence of hemophagocytosis in acute
myeloid leukemia was not exclusively associated to the MYST3-CREBBP fusion gene.
Improvements in molecular cytogenetics may help to elucidate more complex chromosomal
rearrangements in infants with acute myeloid leukemia and hemophagocytosis.
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Introduction

Distinct cytogenetic subgroups of acute myeloid leukemia
(AML) have been associated with age-specific frequencies
and the incidence of unbalanced aberrations; in particu-
lar complex karyotypes increase sharply with age.! AML
presenting the reciprocal translocation (8;16)(p11;p13) that
generates the MYST3-CREBBP (former named as MOZ-CBP)
fusion gene is mostly observed in adult patients.? The fusion
of the MYST3 and CREBBP genes occurs when both show
histone acetyltransferase activities leading to the activa-
tion of several targets involved in transcriptional regulation
and cell cycle control.?* The evidence of AML with the
MYST3-CREBBP fusion gene in children was reported by the
International Berlin-Frankfurt-Munster (I-BFM) study group.”
Sixty-two pediatric AML were identified in which karyotype
records revealed t(8;16)(p11;p13) in the AML observed at an
early age, monocyte differentiation [French-American-British
classification (FAB) AML-M5] and presence of hemophagocy-
tosis; all of which are associated with very poor outcomes.”
Furthermore, the MYST3-CREBBP fusion gene associated with
disseminated intravascular coagulation and high mortality
rates was observed in a series of French AMIL patients.”
These particular clinical, cytological, cytogenetic, and molec-
ular characteristics of AML with MYST3-CREBBP led to the
suggestion of a unique category in the World Health Orga-
nization (WHO) classification due to the poor prognosis.”
Among the clinical spectrum conditions, hemophagocytic
lymphohistiocytosis (HLH) should be included as differen-
tial diagnosis. However, HLH presents phagocyte activation
caused by immune disorders that compromise T cell/natural
killer cells and the normal monocyte-macrophage lineage.®

An accurate case identification requires the evaluation of
morphological, cytogenetic and molecular features follow-
ing correlation of obtained parameters, including serological
tests. In this study, the availability of a unique series of early
onset AML cases prompted us to search for AML-MYST3-
CREBBP cases and to define relevant molecular cytogenetic
characteristics.

Methods
Subjects

A series of 266 infant AML (i-AML) cases enrolled in the
Brazilian Collaborative Study Group of Infant Acute Leukemia
(BCSGIAL) from 2003 to 2012 is the reference cohort and subject
for the present analysis.” The selection criteria were infants
(=24 months old) with a diagnosis of AML and the presence
of hemophagocytosis by leukemic blasts (Figure 1). Addition-
ally, 48 i-AML cases without the hemophagocytic feature in the
diagnostic samples were randomly selected to compare with
i-AML cases with hemophagocytosis by blast cells.
Hemophagocytosis was defined as the presence of phago-
cytosis of red cells, lymphocytes and/or platelets only by blast
cells. The morphological findings were discussed by physi-
cians (RMB, TCCF, BF, IMQM) and cytologists (EPN, MSPO);
clinical and laboratorial data were checked in each case
for the consistency of inclusion criteria. Gender, age, white
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blood cell count (WBC), hemoglobin levels, platelet count,
central nervous system (CNS) involvement, chloroma and
cutaneous leukemia, FAB classification as well as the pres-
ence of hemophagocytosis by leukemic blasts were carefully
reviewed. Exclusion criteria included secondary AML, down's
syndrome, HLH and/or hemophagocytic syndrome associated
with immune disorders and unexplained fever. Frozen sam-
ples from bone marrow (BM) aspirates, peripheral blood and
smears of i-AML cases were selected for further cytogenetic
and molecular studies according to the availability of good
biological material.

All children were treated out of clinical trials, but following
international AML protocols.

Characterization of leukemia cells

Leukemia classification of AML was based on criteria pub-
lished by the WHO.” The diagnosis of AML-M7 was based
on the presence of CD41/CD61 and CD42 markers on blast
cells identified by immunophenotyping. Karyotypes of BM
aspirates were tested before any chemotherapy treatment.
Chromosomes were identified and analyzed as recommended
by the International System of Human Cytogenetic Nomen-
clature (ISCN) 2005.%°

Reverse transcription polymerase chain reaction

Total RNA from BM mononuclear cells at the time of diag-
nosis was purified using the TRIzol reagent according to the
manufacturer’s instructions (Gibco/BRL, Life Technologies, CA,
USA). Briefly, 2 pg of total RNA was reverse-transcribed using
the First-Strand cDNA Synthesis Kit™ (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., NJ, USA). The integrity of cDNA was examined by
amplifying a fragment of the GAPDH gene using previously
described primers and cDNA was used as templates in sub-
sequent polymerase chain reaction (PCR) assays. All cases
were investigated for the presence of the RUNX1-RUNXIT1,
CBFB-MYH11, BCR-ABL1, MLL-AFF1 and MLL-MLLT3 fusion
genes. 11712

Detection of the MYST3-CREBBP and reverse CREBBP-MYST3
fusion transcripts were conducted as described elsewhere.®
Single PCR reactions to detect MYST3-CREBBP fusion trans-
cripts type I (MYST3 exon 16-CREBBP exon 3) and type I (MYST3
exon 16-CREBBP exon 4), as well as the type 1 CREBBP-MYST3
fusion transcript (CREBBP exon 2-MYST3 exon 17) were per-
formed using the primers listed in Table 1. A semi-nested
reaction, adapted from Schmidt et al., was required to detect
type I transcripts.”® Samples from confirmed AML cases with
MYST3-CREBBP were added as positive controls for type I
transcripts. PCR products for MYST3-CREBBP transcripts (type
I-1I) were separated by electrophoresis in 1.5% agarose gel
and subsequently purified using NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up kits (Macherey-Nagel, VWR International, Oslo, Nor-
way). Amplicons were mixed with the Big Dye terminator
v3.1 Kit (Applied Biosystems) and forward or reverse primers
and sequenced in an ABI 3130x] Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

The identification of somatic mutations in KRAS, FLT3 and
c-KIT genes were performed by direct sequencing.'#°
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Figure 1 - Morphology of AML-M4 with hemophagocytosis by blast cells. Bone marrow aspiration stained by
May-Grunwald-Giemsa shows myeloblast and monoblast cells with phagocytosis of red cells and lymphocytes.

Fluorescence in situ hybridization

Fluorescence in situ hybridization (FISH) for the MLL rear-
rangements was performed at the time of diagnosis with
fresh biological material using a commercial LSI MLL Dual
Color, Break Apart Rearrangement probe (Cytocell Ltd.,
Cambridge, UK) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The MYST3-CREBBP FISH was performed in interphase
nuclei prepared from frozen viable cells of available cases
using bacteria-derived artificial chromosome (BAC). These
clones were retrieved from the human genome high reso-
lution BAC re-arrayed clone set available in a web format
(http://bacpac.chori.org) and selected according to physical
and genetic mapping data reported on Ensembl Browser web-
site (http://www.ensembl.org). DNA was extracted and probes
were labeled and hybridized by Blue Genome (Cambridge,
UK), with Spectrum Orange or Spectrum Green and validated
as a FISH probe set on normal controls. The clones used
were RP11-231D20 (chr8:42184655-42188062) and RP11-108L9
(chr8:41832025-41864392) flanking the MYST3 gene (orange)
and RP11-387021 (chr16:3918191-4104380) and RP11-461A8
(chr16:3663996-3693579) flanking the CREBBP gene (green).
Procedures were performed according to the manufacturer’s
instructions. The first step was FISH mapping of clones
on normal cells from healthy blood donors in order to
confirm their chromosomal location. Cut-off values were cal-
culated as 6 + 3% of fusion gene signals in 100-300 interphase
nuclei.

Ethical considerations

Treatment was approved by local laws and regulations as well
as by the Institutional Review Boards of each participating
center. Medical informed consent was obtained in accordance
with the Declaration of Helsinki. This study was approved by
the Research Ethics Committee at the Instituto Nacional de
Cancer in Rio de Janeiro, Brazil (CEP/CAEE: 186.688).

Results

The clinical-demographic characteristics of the eleven cases
that fulfilled the selection criteria are shown in Table 2.
All patients presented hepatosplenomegaly and three were
reported to have chloroma and one CNS disease. The major-
ity of the patients were male (72.7%) with a median age
of 12 months (range: 0-23 months). The WBC count varied
from 5.7 to 111.1 x 10%/L with a median of 35.9 x 10°/L; six
cases were diagnosed as myelomonocytic leukemia (M4/M5),
three cases as AML-M7 and two as AML-M2. Serological tests
for viral infections (Epstein-Barr virus, parvovirus B19 and
human immunodeficiency virus) and coagulation examina-
tions were within normal ranges. No infections triggering HLH
were found in any of the eleven cases.

Using the selected BAC clones of the MYST3-CREBBP
fusion gene, three types of hybridization patterns were
observed (Figure 2). The first, separated signals of the

Table 1 - Sequences of the primers used for reverse transcription polymerase chain reaction.

Designation Sequence (from 5’ to 3') Position
MOZ3558F GAGGCCAATGCCAAGATTAGAAC MOZ exon 16
CBP1201R GTTGCAATTGCTTGTGTGGGTAC CBP exon 5
MOZ3536F CCTTTTGAAGATTCTGACTCCG MOZ exon 16
CBP404R CCTCGTAGAAGCTCCGACAGTT CBP exon 3
CBP96F CGCTCGCTCCTCTCCCTCGCAG CBP exon 2
MOZ3953R TGGAAACGATGGGCTCAATGACGC MOZ exon 17
CBP174F GGGCTGTTTTCGCGAGCAGGTG CBP exon 2
MOZ3844R GGCTCTTGCCTTTGGGCCATCC MOZ exon 17

183



294 REV BRAS HEMATOL HEMOTER. 2016;38(4):291-297

Table 2 - Demographic and clinical characteristics of selected i-AML cases.

Case Age(Mo.) Gender Clinical features Hb (g/dL) WBC (x10°/L) Platcount Hemoph" FAB Conclusion Outcome
(x10°/L)
1 12 F Hepatosplenomegaly 5.68 40.0 + M4 AML-M4 Deceased
MYST3-CREBPP
2 11 M Hepatosplenomegaly 4.0 25.4 26.0 + M5 AML-MS Alive
3 <1 F Hepatosplenomegaly 10.7 29.0 - M4 AML-M4 Deceased
Chloroma MYST3-CREBPP
4 12 M Hepatosplenomegaly 4.2 35.0 - M2 AML-M2 Alive
MYST3-CREBPP
5 18 M Hepatosplenomegaly 7.0 3.0 +— M5 AML-M5 Deceased
Chloroma MYST3-CREBPP
6 23 M Hepatosplenomegaly 46 424 57.0 +/— M7 AML-M7 Alive
MYST3-CREBPP
7 10 M Hepatosplenomegaly 10.7 35.0 229.0 + M2 AML-M2 Alive
Chloroma
8 13 M Hepatosplenomegaly 6.2 45.0 - MS AML-MS5 Alive
9 22 M Hepatosplenomegaly 5.0 25.9 31.0 - M7 AML-M7 Deceased
CNSPOs
10 12 M Hepatosplenomegaly 5.5 45.0 100.0 - M5 AML-M5 Deceased
11 11 F Hepatosplenomegaly 7.0 20.0 - M7 AML-M7 Deceased

F: female; M: male; (), Hemoph: hemophagocytosis (range: 5-27% blasts with phagocytosis); Hb: hemoglobin concentration; i-AML: infant acute
myeloid leukemia; Mo: months; FAB: French-American-British classification; NOS: not otherwise specified; Plat: platelet count; WBC: white

blood cell count.

probe combinations RP11-231D20/RP11-108L9 and RP11-
387021/RP11-461A8 on chromosomes 8 and 16 respectively,
were observed as four different signals: two red and two
green distinct signals consistent with normal chromosomes
(Figure 2A). Second, a single fusion pattern was observed
(one fusion, one red and one green) considered as a random
co-localized signal (Figure 2B). Lastly, a dual fusion signal was
found in 15-37% of the interphase nuclei analyzed which was
consistent with a breakpoint in MYST3 and CREBBP (Figure 2C).

The RT-PCR technique was performed in 55 samples; seven
samples were from i-AML with hemophagocytosis (Table 3)
and 48 samples from i-AML without hemophagocytosis. The
RT-PCR pattern was different to expected (~1000bp) in one
case, with a ~900bp product observed (#1). In five cases (#3,
#5, #6, #7 and #10), RT-PCR was negative for type I and II
transcripts. Despite accurate mapping of the translocation
breakpoints, attempts to amplify the transcripts, as well as
the CREBPP-MYST3 were not successful. In four cases (#2,
#4, #8 and #9), RT-PCR was not performed due to lack of

A

suitable biological material. Discrepancies were observed in
three cases (#3, #5 and #6) in which dual fusion signals were
found in 15-18% and 34% of the interphase nuclei analyzed
and RT-PCR results were negative. In all the i-AML cases
without hemophagocytosis, the RT-PCR results were negative
(Figure 3).

As shown in Table 3, the diagnosis of the MYST3-
CREBBP fusion gene was based on the FISH results only
or combined with the RT-PCR results. Five cases were
diagnosed as AML-MYST3-CREBBP and clinical laboratorial fea-
tures are summarized: they presented hepatosplenomegaly,
skin lesions and/or localized chloroma; hematological tests
revealed FAB AML-M2, M4, MS, or M7; the presence of
hemophagocytosis by blast cells varied from 5 to 25%. The
immunophenotyping profile showed cells positive for the
CD34, CD33/CD13/CD14/CD11b/CD14/CD15, CD64, CD56 anti-
gens; in three patients, the blast cells were positive for
CD61/CD41a/CD42b/CD56; karyotyping was successful in four
cases; one case (#1) revealed a 46, XX, der (16), t(16;?) (p13;?)

C

Figure 2 - FISH pattern of MYST3-CREBBP probes. Three types of hybridization patterns were observed: two red and two
green signals (A); a single fusion pattern, with one red and one green signal remaining (B); and a dual fusion signal (C).
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Table 3 - Inmunophenotyping, cytogenetic, fluorescence in situ hybridization (FISH) and reverse transcription

polymerase chain reaction (RT-PCR) of infant acute myeloid leukemia cases with hemophagocytosis.

Case Immunophenotype Cytogenetics FISH (%) RT-PCR® Conclusion
1. CD33/CD13/CD14/CD11bP™ 46, XX, der(16) t(16;?)(p13;7)® 37 Type-I MYST-CREBPP
28 CD34/CD33/CD13/CD4P%/CD14"<E, 46, Xy'10 9 NT -

3. CD33CD33/CD13/CD14/CD11b" NT 18 NEG MYST-CREBPP
4, CD33/CD13/CD7/CD117/CD56P* NT 10 NT MYST-CREBPP
58 CD34/CD33/CD13/CD14P5/CD15/CD16P% NT 34 NEG MYST-CREBPP
6. CD34/CD33/CD13P**CD61/CD41a/CD42b/CD56P> NT 15 NEG MYST-CREBPP
i CD34/CD33/CD13/CD117P%¢ NT 6 NEG =

8. CD34/CD33/CD13/CD117/CD147 45, XY, 1(8;8)(q21;1p25) 1° 8 NT =

9. CD34/CD33/CD13, CD56 Pos, CDE1Nee 46, XY, 16H+1? 6 NT =

10. NT NT 9 NEG =

11. CD42/CD61 NT 9 Type-I Undetermined*

—: Considered negative; NT: not tested; NEG: Negative.

* Undetermined because the FISH cut-off values were calculated as 6 +3% of fusion gene signals, and discordant result with the RT-PCR, the

type-1 fragment length was not as expected.

RS 4 5

6 7 8 9 101112 1314 381 16 177 SESE

Figure 3 - Agarose gel images of RT-PCR for MYST3-CREBBP fusion genes. Gel A, shows positive reactions for the
MYST3-CREBBP fusion gene. Samples 2 (A) and 19 (B) are the positive controls in each reaction. Sample 1 (A and B) is the
negative control (H20 only). Samples 3 and 5 (A) are from patients #1 and #11. In gel B, all samples are negative for the
MYST3-CREBBP fusion gene; M: standard marker (100 base pairs)

without identified partners on the short arm of chromosome
16.

None of the eleven AML cases presented with the RUNX1-
RUNX1T1, CBFb-MYH11, BCR-ABL1, MLL-AFF1, MLL-MLLT1,
KRAS, FLT3 or ¢-KIT mutations.

The patients received AML treatment according to the BFM
AML-2004 protocol and only one out of five patients with the
AML MYST3-CREBBP fusion gene is still alive.

Discussion

Chromosomal abnormalities in childhood AML are frequent;
the MYST3-CREBBP rearrangement, however, is not.’/ Here,
we report for the first time the presence of MYST3-CREBBP
rearrangement in five out of eleven (36.4%) AML cases
with hemophagocytosis found in a Brazilian 1-AML cohort.
The morphological observation of hemophagocytosis was an
important variable for the selection criteria to investigate the
MYST3-CREBBP fusion gene. Clinically, these cases appear to
have distinct disease manifestations with skin nodules, CNS
involvement and chloroma.»*1% As pointed out by Hatano
et al., other chromosomal abnormalities in AML, such as
t(16;21)(p11;q22), karyotypes involving the 8p11 breakpoint,
t(8;19)(p11;q32), complex rearrangements and other chromo-
somal translocations are associated with the presence of
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hemophagocytosis by blast cells.’® This supports our data
showing an absence of the MYST3-CREBBP fusion gene in four
cases in this study. According to the literature, in the major-
ity of patients described with myelomonocytic morphology,
the presence of CD56 cellular expression predicts an associa-
tion with hemophagocytosis and involvement of the leukemia
cutis, 15:19-22

The technique used to identify this chromosomal alter-
ation was FISH because conventional karyotyping was not
always available. Failure to obtain mitosis was a pitfall. Multi-
color karyotyping technologies such as multicolor-FISH would
certainly elucidate such subtle chromosomal rearrangements
if mitosis were successfully obtained. Based on hematological
signs, we chose to carry out the FISH method followed by RT-
PCR as a laboratorial strategy to search for the MYST3-CREBBP
fusion gene. The FISH analysis showed a fusion signal above
the cutoff value for the specific MYST3 and CREBBP probes on
interphase nuclei, suggesting the presence of a MYST3-CREBBP
fusion chimera in five cases. This finding indicates a possible
generation of MYST3-CREBBP, since both chromosome regions
represented by the clones that contain the MYST3 and CREBEP
genes appeared co-localized. In one case, RT-PCR for the type
1 fusion transcript followed by direct sequencing showed a
~900 pb transcript probably related to an unspecific amplifica-
tion. In the other four cases, no amplicon was observed. Type
I (MYST3 exon 16-CREBBP exon 3) is the most common form in
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adults with MYST3-CREBBP AML.'%?® Low expression or insta-
bility of the chimeric transcripts?* and RNA degradation might
explain the absence of amplification by RT-PCR.

Recently, Panagopoulos et al. described an AML with
hemophagocytosis and with two translocations with break-
points that suggest other candidate genes different to MYST3
and CREBBP.” They studied the patients’ leukemic cells not
only by karyotyping, FISH and RT-PCR, but also using the
modern RNA-seq technique and programs that are specific
for fusion genes. Interestingly, the techniques initially failed
to detect the biologically important MYST3-CREBBP fusion,
although it was manually retrievable from the raw sequenc-
ing data, suggesting that additional information about clinical,
morphological, and molecular cytogenetic features should be
taken into account when searching for newly described crucial
fusion genes in typical hematologic malignancies.?

One important point should be discussed is related
to AML-MYST3-CREBBP and the differential diagnosis of
a hemaphagocytic syndrome such as HLH, which is a
severe hyperinflammatory condition with clinical symp-
toms that include fever, cytopenias, hepatosplenomegaly, and
hemophagocytosis.”® However, this hemophagocytosis in BM
is morphological in benign macrophages. HLH, when occur-
ring in young children, is associated with inherited genetic
defects and diagnostic criteria combine both biological fea-
tures, including natural killer cell activity and high-soluble
interleukin-2-receptor levels.?’

AML cases younger than two years old with hemophago-
cytosis should be investigated for the presence of the
MYST3-CREBBP and other chromosomal alterations. In the I-
BFM AML study group, more than 50% of the MYST3-CREBBP
cases were found in infants and the frequency of congeni-
tal cases was significantly higher.” One of our cases described
herein was congenital leukemia. Some authors consider that
congenital AML-MYST3-CREBBP may be a self-limiting dis-
ease reaching spontaneous remission. A ‘watch-and-wait’
policy should be considered in congenital patients with mild
clinical symptoms provided that close long-term monitor-
ing is used.”?%30 However, cases from our cohort suffered
from aggressive disease with dismal outcomes. Interestingly,
the genomic landscape of childhood AML-MYST3-CREBBP
has a specific signature clustered close to AML with MLL
rearrangements.”*1°2 The similarity consists in the character-
istic pattern of up-regulation of HOXA9, HOXA10, and cofactor
MEIS1 and down-regulation of other homeobox family genes.*”
The high frequency of AML-MYST3-CREBBP in infants (<24
months) and congenital cases support the hypothesis that
leukemia occurs during the in utero life and as in the MLL
rearrangements model they should be explored for a better
understanding of AML leukemogenesis.
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