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INTRODUCAO

< A leucemia mieloide aguda (LMA) pediatrica representa 18% dos casos de leucemias agudas

pediatricas diagnosticados no mundo e, no Brasil, sao responsaveis por 18-24% de todos os novos

diagndsticos de cancer emindividuos até 19 anos de idade.

As anormalidades cromossdmicas das LMAs pediatricas envolvem genes importantes para a

regulacao do crescimento e diferenciacao celular.

As fusoes génicas RUNX1-RUNX1T1, CBF8-MYH11 (grupo LMA-CBF), PML-RARa e o rearranjo do

KMT2A (KMT2A-r) estao associados a subtipos especificos da doenca.

As fusdes génicas do grupo LMA-CBF, PML-RARa e KMT2A-r representam um importante papel no

prognostico, sendo marcadores unicos e estaveis para acompanhamento da resposta ao

tratamento.

< As fusdes que englobam o grupo LMA-CBF e a PML-RARa conferem um bom progndéstico. O gene
KMT2A apresenta uma grande variedade de parceiros de fusao com o prognostico variavel,
dependendo do parceiro envolvido. Diante disso, a Organizacao Mundial de Saude recomenda a
identificacao dessas alteracdes moleculares.
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Figural- Frequéncia das principais alteragdes genéticas em LMA pediatrica.
Outros/desconhecidos= = casos de caridtipo normal ou que as técnicas molecurales falharam.
Adaptado de BALGOBIND et al., Haematologica, 2011.

OBIJETIVOS

< Estabelecer a técnica de RT-PCR multiplex para a identificacao dos principais parceiros de fusao do
KMTZ2A;

< ldentificar fusdes génicas somaticas mais frequentes em LMA através das técnicas moleculares
RT-PCR convencional, nested RT-PCR e RT-PCR multiplex;

< Testar se existe correlacao entre as LMAs com fusdes génicas especificas e as caracteristicas clinicas
demograficas dos pacientes.

METODOLOGIA

Foi analisada uma série de 318 casos de LMA de novo (< 21 anos de idade), diagnosticados no periodo
de 2010-2016. Dentre as criancas com leucemia aguda promielocitica (APL), foi analisada
exclusivamente a fusao PML-RARa pela técnica de nested RT-PCR. Os casos com o0s demais subtipos
foram encaminhados para a pesquisa das fusoes do grupo LMA-CBF por RT-PCR convencional e, as que
obtiveram resultado negativo para essas fusdes, foram encaminhados para aidentificacao dos KMT2A-
r através de RT-PCR multiplex. Os resultados foram analisados através dos testes estatisticos x* e teste
exato de Fisher.
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Figura 2. Organograma da metodologia utilizada para o desenvolvimento do estudo.

RESULTADOS

Para a identificacdo dos KMTZ2A-r, a técnica de RT-PCR multiplex nao foi bem sucedida na primeira
reacdo para a amplificacdo da maioria das fusdes (KMT2A-MLLT3, KMT2A-MLLT10, KMT2A-AFF1,
KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT4, KMT2A-PTD), realizada com modificagcdbes do descrito por
BURMEISTER et al., Leukemia Research, 2014. Realizamos diversos ajustes nas concentracdoes dos
reagentes e a para ciclagem da reacao. Ao fim conseguimos estabelecer a técnica de modo confiavel
para todos os parceiros estudados nas seguintes condicoes de ciclagem: 2 min a 94 2C, 35x de 30 seg a
94 °C,30sega632Cel1mina722C. Utilizamos as seguintes concentracdes para os reagentes: 2,5Mm
de MgCl2, 0,2ul de iniciadores e 1U de Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen, USA). Os tamanhos
dos fragementos esperados apos a padronizacao da técnica estao demostrados na Tabela 1

Tabela 1. Tamanho dos fragmentos esperados
para cada parceiro estudado do KMT2A

Parceirodo KM724  Tamanho dofragmento®
MLLTZ i31pb
MILT4 603 pb
MLLTI 606 pb

MILLTIO 478 pb
AFF1] 441 pb
PTD 739 pb

*O tamanho do fragmento pode ter variacdes dependo do

transcrito.**pb=pares de base.
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Figura 3. Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes com LMA.
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Tabela 2. Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes
com fusao do grupo LMA-CBF

Caracteristicas

Total, n(%)

LMA-CBF*

POS. n(%)

NEG, n(%)

p valor

Idade (meses)
0-24
25-120
>120
Sexo
Masculino
Feminino
Cor dapele
Brancos
Nao-brancos
Leucometria (céls'ml)
<50.000
>50.000
Subtipo morfologico
LMA minimamente indiferenciada
LMA sem maturagao
LMA com maturagio
LMA mielomonocitica
LMA monocitica
LMA eritroide
LMA megacarioblastica
LMA sem especificagdo

58(24.2%)
90(37.5%)
92(38.3%)

115(47.9%)
125(52.1%)

97(40,4%)
143(59.6%)

165(68.8%)
75 (31.3%)

15 (6.3%)
16 (6.7%)
40 (16.7%)
87(36.3%)
46 (19.2%)
5 (2.1%)
21 (8.8%)
10 (4.2%)

4(7.5%)
25(47.2%)
24 (45.3%)

24(45,3%)
29(54,7%)

22 (41.5%)
31(58,5%)

35(66%)
18(34%)

0(0%)
4(75%)
20(37.7%)
25(47.2%)
1(1.9%)
0(0%)
0(0%)
3(5.7%)

54(28.9%)
65(34.8%)
68 (36.4%)

91(48.7%)
96(51.6%)

75(40,1%)
112(59.9%)

130(69.5%)
57(30.5%)

15 (8%)
12(6.4%)
20(10,7%)

62(332%) <0.0001

45(24,1%)
5(2.7%)
21(11,2%)
7(3.7%)

0.006

0.391

0,488

0.373

*CBF- Grupo core bivd factor. incluem as fusdes génicas RUNXJ-RUNXIT] e CBFp-MH 1. POS=

positivo; NEG= negativo.
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Figura 5. Frequéncia dos parceiros do KMT2A nos casos de LMA pediatrica. Outros = parceiros identificados
por outras técnicas (LDI/FISH). Desconhecidos = casos positivos para o rearranjo, porém com parceiro

desconhecido.
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Tabela 3. Comparacao clinico-demografica entre os pacientes com a
fusao PML-RARa e as demais fusao (grupo LMA-CBF e KMT2A-r)

PML-RARa.

Outras alteracdes ™,

Caracteristicas Total, n(%) n(%) n(%) p valor
Idade (meses)
0-24 27(19.0%) 1(2.2%) 26(27.1%)
25-120 57(40.1%)  20(43.5%) 37(38.5%) 0.001
>120 58(40.8%)  25(54.3%) 33(34.4%)
Sexo
Masculino 66(46,5%)  22(47.8%) 44(45.8%) 0,482
Feminino 76(53.5%)  24(52.2%) 52(54,2%)
Cor da pele
Brancos 62(43.7%) 17(37%) 45(46.9%) 0.175
Nao-brancos 80(56,3%) 29(63%) 51(53.1%)
Leucometria (céls/ml)
<50.000 98(69%) 36(78.3%) 62(64.6%) 0.071
>50.000 44(31%) 10(21.7%) 34(35.4%)

*Quftras alteragdes = casos positivos para RUNXJ-RUNXITI, CBFS-MYHI] e KMT2A4«

Tabela 4. Caracteristicas clinico-demografica dos pacientes com

KMT2A-r
Caracteristicas Total, n(%) KMT2A-r p valor
Presente, n(%) Ausente, n(%)
Idade (meses)
0-24 58(28,1%)  22(51,2%) 36(22,0%)
25-120 74(35,7%)  12(27,9%) 62(37,8%) 0,001
>120 75(36,2%)  9(20,9%) 66(40,2%)
Sexo
Masculino 93(44,9%)  20(46,5%) 73(44,5%) 0,474
Feminino 114(55,1%)  23(53,5%) 91(55,5%])
Cor da pele
Brancos 87(42%) 23(53,5%) 64(39%) 0,063
Ndo-brancos 120(58%) 20(46,5%) 100(61%)
Leucometria (céls/ml)
. 141(68,1%)  27(62,8%) 114(69,5%) 0,253
>50.000 66(31,9%) 16(37,2%) 50(30,5%)
Subtipo morfologico
LMA minimamente indiferenciada 14(6,8%) 4(9,3%) 10(6,1%)
LMA sem maturacdo 13(6,3%) 4(9,3%) 9(5,5%)
LMA com maturagao 36(17,4%) 1(2,3%) 34(21,3%)
LMA mielomonocitica 73(35,3%) 14(32,6%) 59(36%)
LMA monocitica 41(19,8%)  19(44,2%) 22(13,4%) 0,001
LMA eritréide  5(2,4%) 0(0%) 5(3%)
LMA megacariobldstica 19(9,2%) 1(2,3%) 18(11%)

LMA sem especificacdao

6(2,8%)

0(0%)

6(3,7%)

*Parceiros estudados do KMT2A: MLLT3, MLLT4, MLLT10, MLLT1, AFF1 , PTD e desconhecidos.

CONCLUSAO

<+ Atécnica de RT-PCR multiplex para identificacao dos principais parceiros de fusao do KMTZ2A foi
estabelecida na rotina do laboratorio do PHOP, apos a devida adequacao das concentracoes dos
reagentes e ajustes naciclagem.
< As principais fusdes genicas de LMA pediatrica foram identificadas de maneira rapida e
confiavel de acordo com as técnicas propostas.
<+ As frequéncias encontradas no presente estudo contribuem para o entendimento da biologia
da doenca e representam a descricao do perfil molecular dos casos de LMA em relacao as fusoes
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