(

pediatricas

INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) pediatrica representa um grupo diverso de doencas por
apresentarem diferencas morfologicas, imunofenotipicas, bem como translocacoes
cromossomicas e mutacdes somaticas. Estas alteracdes foram anteriormente divididas em
duas classes de alteracoes: alteracoes de classe | (K/N-RAS, FLT3, c-KIT, NPM1) que
ativam vias de transducao de sinal e alteracdes de classe || (RUNX1-RUNX1T1, CBFb-
MYH11, PML-RARa, MLL-MLLT3) que afetam fatores de transcricao e desregulam
mecanismos epigenéticos. Dentre estas, a via tirosina fosfatase € uma das principais vias
alteradas nas LMAs. Esta via € regulada pela proteina citoplasmatica tirosina fosfatase 2
(Shp-2) codificada pelo gene PTPN11. A proteina SHP-2 contém dois dominios SH2 N-
terminais, um dominio PTP catalitico,uma cauda C-terminal com dois sitios de fosforilagao
de tirosina, e um dominio rico em prolina (Fig 1). Mutacdes no PTPN11 levam ativacao
constitutiva da via de sinalizacao RAS-MAPK. Mutacdes nos éxons 3 e 8 no PTPN11 ja
foram identificadas nas leucemias, sendo as mutacdes no éxon 3 os hotspots nas LMAs
pediatricas. Sabe-se que mutacdes no PTPN11 que afetam a desregulacdo dos eventos
RAS-MAPK estao envolvidos na patogénese da LMA em pacientes pediatricos, porém os

mecanismos de mutacoes, juntamente com alteracoes de classe || (RUNX1-RUNX1TT,
CBFb-MYH11, PML-RARa, MLL- MLLTQ3) precisam ser esclarecidos.
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Figura 1. Estrutura do gene PTPN11 e da proteina tirosina-fosfatase SHP-2 codificada por ele. O PTPN11 possui 15 éxons: 0os éxons 2 e 3
codificam o dominio N-SH2, os éxons 4 e 5, o dominio C-SH2, os éxons 6 a 13, o dominio tirosinofosfatase (PTP), e os éxons 14 e 15
codificam a regido carboxi-terminal. Os niumeros de residuos de aminoacidos que delineiam varios dominios ou que correspondem aos
sitios de fosforilagaoestaoindicados nafigura

OBIJETIVOS

* |dentificar mutacdes no éxon3 dogene PTPN11 nas LMAs pediatricas.

e Explorar a associacao entre as mutacoes do PTPN11 e os diferentes subtipos
morfologicos,caracteristicas clinico-demograficas e moleculares dos pacientes pediatricos com
LMA.

e Estabelecer ovalor preditivo de progndstico das associacoes.

V4

MATERIAIS E METODOS

Nos analisamos 287 casosde LMA de novo (€18 anos deidade) encaminhados para o Programa de

Hematologia-Oncologia Pediatrico (PHOP), entre o periodo de 2010-2015. A identificacao das
fusdes génicas RUNX1-RUNX1T1, CBFb-MYH11, PML-RARa e os rearranjos do gene KMT2A
(KMTZ2A-r) foirealizada através da técnica de FISH, RT-PCR convencional e RT-PCR multiplex. O éxon
3 do gene PTPN11 foi analisado por sequenciamento direto (Fig 2). Os calculos de frequéncia e
analises univariadas foram realizadas através dos testes de X2 e exato de Fisher. As estimativas das

distribuicoes de sobrevida global (SG) foram realizadas pelo método de Kaplan-Meier e teste de
Log-Rank.
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Figura 2. Localizagao cromossomica do gene PTPN11 e representacao dos seus éxons. O éxon 3 foi amplificado pela reacao de PCR utilizando os
primers F5'-CGACGTGGAAGATGAGATCTGA-3’ e R5’-CAGTCACAAGCCTTTGGAGTCAG-3'. As condicdes de ciclagem foram: 94°C por 8 min para a
desnaturacao inicial, seguidos por 33 ciclos de 94 2C por 45 seg, 60 2C por 30 seg e 72 2C por 45 seg,comextensao final de 72 2C por 10 min. A
analise das mutacoes foirealizada pela técnica de sequenciamento direto.

RESULTADOS

Investigacao de alteracoes moleculares no
[@.N gene PTPN11 em leucemias mieloides agudas

Tabela 1. Distribuicao da frequéncia de alteragdes moleculares nos casos de LMA pediatrica de acordocomaidade e o género

Idade (anos) Género
Alteragdo Molecular * Frequéncia <2 >2-10 >11 p Masculino Feminino p
n/total (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Mutagdes Tipo 11
RUNXI-RUNXITI
POS 34/256 (13,3) 2(3,7) 18(18.4) 14 (13,5) 0,039 I18(14.4) 16 (12,2) 0,606
NEG 222/256 (86,7) 52(96,3) 80(81,6) 90 (86,5) 107 (85,6) 115 (87.8)
CBFB-MYH11
POS 13/252(5,2) 2(3,7) 33,1 8(7.8) 0,280 4(3,3) 9(6,9) 0,191
NEG 239/252 (94.8) 52(96,3) 93(96,9) 94 (92,2) 118 (96,7) 121 (93,1)
Rearranjos do KMT2A4
POS 34/183 (18.6) 21(39.6)  7(11,1) 6(9.0)  <0.0001 15 (18.3) 19 (18.8) 0,928
NEG 149/183 (81.4) 32(604) 56(889) 61(91,0) 67 (81,7) 82 (81,2)
PML-RARa
POS 37/72(514) 1(25,0) 16(48,5) 20(57,1) 0,579 14 (42 4) 23(59,0) 0,246
NEG 35/72(48,6) 3(75,0) 17(51,5) 15(42,9) 19 (57.6) 16 (41,0)
Mutagdes Tipo |
FLT3 (ITD or TKD)

MUT 49/222 (22,1) 1(2,1) 18 (20,5) 30(34)9) <0,0001 23(21,9) 26(22,2) 0,955
WT 173/222 (77,9) 47(97,9) 70(79.5) 56 (65,1) 82 (78,1) 91(77.8)

KRAS

MUT 5/223(2.2) 0(0,0) 3(34) 2(2.3) 0,438 3(2.8) 2(1,7) 0,572
WT 218/223 (97.8) 48 (100,0) 85(966)  85(97.7) 103 (97.2) 115 (98,3)

NRAS

MUT 17/207 (8.2) 5(119) 5(62) 7(8.3) 0,547 7(7.1) 10 (9,2) 0,595
WT 190/207 (91,8) 37(88,1) 76(93.8) 77(91,7) 91 (92,9) 99 (90.8)

c-KIT

MUT 14/159 (8.,8) 2(45) 9(14.5) 3(5.7) 0,125 9(12.5) 5(5.7) 0,135
WT 145/159 (91.2) 42(95,5) 53(855)  50(94.3) 63 (87.5) 82 (94.3)

PTPNI11

MUT 15/153(9.8) 1(6,7)  6(40,0) 8(53.3) 0,184 11(73.3) 4(26,7) 0,068
WT 138/153 (90,2) 37(26,8) 52(37,7) 49 (35,5) 67 (48.,6) 71(514)

a O numero total de casos analisados reflete a disponibilidade de material bioldgico para testes moleculares; POS,positivo; NEG, negativo; MUT, mutado; WT,wild type; ITD, duplicagdes in

tandem; TKD, dominio da tirosina quinase

Tabela 2. Caracteristicas clinico-laboratoriais dos casos com

mutag¢aono PTPN11
PTPNII-mutado  PTPNII-selvagem p
n(%) n(%)
Idade (anos) 0.184
<2 1(6,7) 37(26,8)
>2-10 6 (40.0) 52(37.7)
>11 8(53.3) 49 (35.5)
Leucometria (x10°/1) 0.666
<50 11(73,3) 93 (67.9)
>50 4(26.7) 44 (32.1)
Cor da pele 0,586
Branca 5(33.3) 56 (40,6)
Nio Branca 10 (66,7) 82(594)
Género 0.068
Masculino 11(73.3) 67 (48.6)
Feminino 4(26,7) 71(514)
Classificagdo morfologica 0,253
LMA minimamente diferenciada 1(6,2) 7(3.9)
LMA sem maturacdo 1(6.2) 6(3.3)
LMA com maturagdo granulocitica 0(0,0) 27(15,0)
LMA promielocitica 1(6.2) 42 (23.3)
LMA mielomonocitica aguda 9(56,2) 49(27.2)
LMA monoblastica 2(12,5) 27(15,0)
LMA entroblastica 0(0,0) 5(2,8)
LMA megacarioblastica 1(6.2) 12(6.7)
LMA sem especifica¢do 1(6.2) 5(2.8)
Alteragdes tipo 11* 0,027
Presente 2(16,7) 61 (50,0)
Ausente 10 (83,3) 61(50,0)

LMA, leucemia mieloide aguda *As alteragdes tipo Il incluem as fusdes génicas RUNX1-RUNXI1TI,

CBFbMYH11,PML RARa, e Rearranjos do KMT2A.
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Figura 3. Sobrevida global (SG) em 5 anos dos casos de LMA pediatrica incluidos no estudo. (A) SG do total de casos de LMA excluindo o subtipo de leucemia promielocitica
aguda. (B) SG dos casos com mutacgdes tipo Il (RUNXI-RUNX1T1, CBFb-MYH11, rearranjos do KMT2A) e sem as alteracdes tipo Il investigadas (ausente).© SG dos casos com
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Tabela 3. Analise univariada dos parametros de sobrevida global dos

casos de LMA pediatrica

Anilise univariada
N (N de S-year pOS, Mediana*, p’
eventos) (SE) (95% CI)
Regides Geograficas * 206 (108) 0,002
Nordeste 82 (45) 304 (6.5) 15,2 (8,3-22.0)
Sul 10(2) 75.0(15.3) »
Sudeste 47(18) 543(84) o
Centro-Oeste 67 (43) 8.7(6.8) 5.7(3.9-74)
Faixa etana (anos) © 206 (108) 0,068
<2 54 (24) 329(11.,8) 34.1(15,1-532)
>2-10 70 (30) 33.8(71) 15,4 (7,5-23.3)
>11 82 (49) 274 (5.7 6,63 (2,4-10.8)
Cor da pele © 206 (108) 0,009
Branca 87 (40) 38.1(82) 21.3(0,0-48.7)
Ndo Branca 119 (68) 25.0(5.1) 7,66 (2.8-12.5)
Género © 206 (108) 0,401
Masculino 106 (59) 27.8(5.8) 11,5(6,2-16,7)
Feminino 100 (49) 35.8(64) 15,76 (7.8-23.6)
Leucometria (x10°/1) © 205 (108) 0,967
<50 143(72) 33,7(5.1) 15,2(8,1-22.2)
>50 62 (36) 27.8(74) 10,9 (6,5-15.3)
Classificagdo morfologica 206 (108) 0414
MO 13(5) 45 (16.,6) 15.3(0,0-41.94)
MI 12(4) 45 (21,1 30,5 (0,0-65,39)
M2 38(22) 34.1(8.6) 8.0(0,3-15,69)
M4 69 (39) 25.8(77) 11,1 (1,69-20.5)
M5 42 (20) 39.7(9.2) 15.2(11,99-18.40)
M6 5(3) 30(23.9) 23.2(0,0-50.23)
M7 19(12) 23.7(11,1) 2,6 (0,0-5.29)
M8 8(3) 44 4 (22)2) 41.5(0,0-112.5)
Mutagdes tipo I11¢
RUNXI-RUNXITI* 30(18) 238 (10) 11.4(0,0-23.8) 0,585
CBFB-MYHII¢ 13(4) 67,1(13,5) ’ 0,063
Rearranjosdo KMT24 ¢ 31(18) 176(104) 10,6 (0,0-21,76) 0,192
Mutagdes tipo I & ¢
FLT3 28 (17) 27.1(10) 11,2(7,1-15.2) 0,837
KRAS 5(4) 20(17.9) 13,36 (0,0-41.8) 0,456
NRAS 16 (6) 574(134) o 0,122
c-KIT 13(5) 53,7(16,2) . 0,585
PTPN1I 14 (12) 0,0(0,0) 3.33(0,0-7,16) 0,001
Mutagdes tipo I concomitante © 67 (36) 0,090
Unica mutagdo 60 (30) 382(74) 11,2 (5,78-16,61)
Mais de uma alteragdo 7(6) 143(13.2) 2,36 (0,0-5,78)

*Média de sobrevida em meses. “p valores do teste log-rank indicam se as diferencas sio significativas entre os
subgrupos. ‘Excluindo subtipo de leucemia promielocitica aguda. “Analise realizada entre grupos positivos e negativos
para a alteracdo molecular. * Mediana ndo alcangada. 'Intervalos de confianca nio definidos. Cl, Intervalo de confianga;
N, nimero; pOS,Probabilidade de sobrevida global; SE, Erro padrao.
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1 KMT2A-r 0,207, SE=0.116 (n, 30:17 eventos)

RUNXI-RUNXITI
CAFb-MYHII
1 Ausente

0,258, SE=0,100 (n, 30,18 eventos)
0,671, SE=0,135 (n, 13; 4 eventos)
0.287, SE=0.074 (n, 103; 51 eventos)

mutacdes nogene PTPN11.pOS, Probabilidade de sobrevida global; SE, Erro padrao.

CONCLUSAO

A identificacao de novos marcadores genéticos demonstra uma grande relevancia para o
conhecimento do perfil genético e biolégico da LMA no Brasil. Mutacdes no PTPN11 estao
associadas a menor sobrevida em pacientes pediatricos com LMA podendo contribuir para
estratificacao derisco e alvos terapéuticos.
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