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RESUMO

Mais do que uma doenca clonal constituida de células precursoras hematopoiéticas
imaturas e proliferativas, a Leucemia mieloide aguda (LMA) é um cancer que tem
origem em aberragbes genéticas recorrentes. O background gendmico é
sabidamente o principal determinante da complexidade e heterogeneidade
caracteristicas dessa doenga. Fatores prognodsticos tradicionais parecem
insuficientes para predicdo precisa do risco de recidiva e morte apos o transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas (alo-TCTH). Estudos mostram impacto
prognoéstico da persisténcia de mutagdes em determinados genes, mensurada por
painéis NGS antes do transplante. No presente estudo, analisamos os resultados do
acompanhamento em longo prazo de pacientes com LMA submetidos a alo-TCTH
no CEMO/INCA, entre 2010 e 2017 e determinamos os fatores de risco clinicos e
moleculares associados com o desfecho pés-transplante. Em uma coorte total de 63
adultos foi realizada a caracterizagdo genémica de 39 pacientes com amostras de
DNA armazenadas antes do inicio do condicionamento do alo-TCTH, utilizando um
painel NGS de 30 genes envolvidos em neoplasia mieldides. Com mediana de
seguimento de 6 anos, a sobrevida global em 5 anos foi de 41,4% (IC 95
30,6-56,1%) e a incidéncia acumulada de recidiva de 27% (IC 95 18-40,5%). A
mediana de idade foi 46 anos (18-65).A principal causa de oObito foi a recidiva da
LMA (47%). Foram encontradas 49 mutagdes patogénicas, em 25 pacientes (64%).
Mutacbes em DNMT3A foram as mais frequentes, seguidas por RUNX1, TET2 e
WT1. A maioria das mutag¢des encontradas foram do tipo missense (70%). A variavel
clinica de maior impacto negativo na sobrevida global e na incidéncia cumulativa de
recidiva foi o status da doenca, aliado a presenca de doenca residual mensuravel
por citometria de fluxo, ao transplante. Na analise multivariada a detecg¢ao de 1 ou
mais mutagdes impactou negativamente a probabilidade de recidiva e as mutagbes
de maior impacto foram em TP53, FLT3-ITD e NRAS/IKRAS (HR 2,88 p 0,002).
Mutagcdes em DNMT3A, TET2 ou ASXL1 ndo se associaram a recidiva. A avaliagao
molecular com painel NGS atualmente acessivel pode contribuir para avaliagcdo
prognéstica de pacientes com LMA que serdo submetidos a tratamento com
transplante alogénico.

Vi
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ABSTRACT

More than a clonal disease consisting of immature and proliferative hematopoietic
precursor cells, acute myeloid leukemia (AML) is a cancer that originates from
recurrent genetic aberrations. The genetic background is known to be the main
explanation for the complexity and heterogeneity of this disease. Traditional
prognostic factors seem insufficient to accurately predict the risk of recurrence and
death after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-SCT). Studies
show a prognostic impact of the persistence of mutations in certain genes, as
measured by NGS panels before transplantation. In this study we analyzed the
results of long-term follow-up of AML patients undergoing allo-SCT at CEMO / INCA,
between 2010 and 2017 and determined clinical and molecular risk factors that
predispose disease relapse post-allo-SCT. In a total cohort of 63 adults, the genomic
profile of 39 patients was carried out with DNA samples stored before the start of
allo-SCT conditioning, using an NGS panel of 30 genes. With a median follow-up of 6
years, the 5-year overall survival rate was 41.4% (95% CI 30.6-56.1%) and the
cumulative incidence of relapse was 27% (95% CI 18-40, 5%). The median age was
46 years (18-65). The main cause of death was AML relapse (47%). Forty-nine
pathogenic mutations were found in 25 patients (64%). Mutations in DNMT3A were
the most frequent, followed by RUNX1, TET2 and WT1. Most of the mutations found
were missense type (70%). The clinical variable with the greatest negative impact on
overall survival and on the cumulative incidence of relapse was the pre-transplant
disease status, combined with detection of measurable residual disease by flow
cytometry. In the multivariate analysis, the detection of 1 or more mutations
negatively impacted the probability of relapse and the most impactful mutations were
in TP53, FLT3-ITD and NRAS / KRAS (HR 2.88 p 0.002). Mutations in DNMT3A,
TET2 or ASXL1 were not associated with relapse. Molecular evaluation with a
currently accessible NGS panel can contribute to the prognostic evaluation of
patients with AML who will undergo an allo-SCT.

Vi
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1. Introdugao

1.1. Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenga clonal da linhagem
hematopoiética mieloide, caracterizada pela infiltragdo da medula dssea, do sangue
periférico e/ou de outros 6rgdos e tecidos por células imaturas, proliferativas,
geneticamente alteradas, chamadas blastos mieloides. (DOHNER; WEISDORF;
BLOOMFIELD, 2015; ARBER et al., 2016; SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS
NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, THIELE J, [s.d.]) O resultado é a interrupcao
da hematopoiese normal, sendo a apresentacdo clinica dominada por sinais e
sintomas de faléncia medular. E uma doenga agressiva, associada a alta
mortalidade, decorrente ndo sé da toxicidade relacionada ao tratamento, mas
principalmente da resisténcia ao mesmo. (DOHNER; WEISDORF; BLOOMFIELD,
2015; DOHNER et al., 2017; ESTEY, 2018, p. 2021, 2020; SWERDLOW SH,
CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, THIELE J, [s.d.])

Na ultima década, estudos gendmicos com uso de técnicas modernas de
sequenciamento em larga escala promoveram um grande avango no conhecimento
biolégico da LMA e permitiram desvendar que a grande variabilidade clinica e de
resposta terapéutica esta intimamente relacionada a grande heterogeneidade e
complexidade do background genético. (GRIMWADE; HILLS, 2009; CANCER
GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al.,, 2013; GRIMWADE; IVEY;
HUNTLY, 2016; PAPAEMMANUIL et al., 2016, BULLINGER; DOHNER; DOHNER,
2017;) Alteracdes citogenéticas e genéticas recorrentes detectadas ao diagndstico,
tém sido utilizadas para a estratificacdo de risco pré-tratamento, permitindo
identificar subgrupos de pacientes com prognéstico favoravel, desfavoravel e
intermediario quando tratados com quimioterapia convencional.(DOHNER et al.,
2017)

O transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas (alo-TCTH),
apesar do elevado risco de toxicidade relacionado ao procedimento, oferece a
melhor oportunidade de remissao duradoura para pacientes com LMA de alto risco.
No entanto, a principal causa de falha terapéutica ainda &€ a recorréncia da
doenca.(CORNELISSEN et al., 2012)

Fatores progndsticos tradicionais como idade, comorbidades, status de
remissao morfolégica e estratificagdo de risco da doenca pré-tratamento parecem
insuficientes para predizer precisamente o risco de recidiva e morte apdés o

alo-TCTH. Métodos laboratoriais de mensuracdo de doenga residual sub



microscopica, sobretudo através de técnicas moleculares e de citometria de fluxo
multiparamétrica, vém sendo cada vez mais estudados como marcador prognostico
avaliavel apos a terapia inicial mas antes do alo-TCTH. O principal objetivo é
identificar com mais acuracia pacientes mais propensos a recidivar apés o
alo-TCTH, e dessa forma propiciar a oportunidade de selecionar melhor aqueles que
se beneficiam do procedimento, e de guiar intervengdes terapéuticas baseadas
nesse risco, como selegdo do condicionamento e estratégias de manejo pos
transplante. (BUCKLEY; APPELBAUM; WALTER, 2013; THOL et al., 2018;
HAMILTON et al., 2019; HOURIGAN et al., 2019;)

Nesse sentido, a analise, por NGS, do perfil de mutacdes persistentes nos
pacientes com LMA antes do alo-TCTH pode ser muito informativa, auxiliando no
planejamento terapéutico. Contudo, os custos, a falta de padronizacao de técnicas e
da interpretagdo dos achados ainda sdo obstaculos grandes para ampla utilizagéo

clinica desta ferramenta.

1.1.1. Diagnéstico e Classificagao

Ao longo dos anos, a classificagdo da LMA progrediu de um esquema
baseado essencialmente em aspectos morfoldégicos, como a antiga classificacéo
FAB criada na década de 70, para um esquema mais informativo, que incorpora nao
apenas os aspectos morfolégicos, mas também aspectos imunofenotipicos,
citogenéticos e moleculares, como a classificagdo da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS).

Publicada inicialmente em 2001, a classificacdo da OMS na sua ultima
atualizacao, de 2016, categoriza a LMA em diferentes entidades clinico-patoldgicas,
conforme a tabela 1.1. (ARBER et al., 2016) A OMS define como critério diagndstico
para LMA a presenca de pelo menos 20% de blastos mieldides na medula 6ssea ou
no sangue periférico. A excegao a esse critério se faz nos casos com translocagdes
citogenéticas recorrentes de prognostico favoravel. Na presencga das translocagdes
t(15;17), 1(8;21), inv(16), ou t(16;16) o diagndstico de LMA pode ser estabelecido
independentemente do percentual de blastos. (SWERDLOW SH, CAMPO E,
HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, THIELE J, [s.d.]) O sarcoma
granulocitico (SG) ou cloroma é o nome dado ao acumulo de blastos mieloides em
tecidos fora da medula 6ssea. O SG pode preceder em até 1 ano, ocorrer
concomitantemente ou surgir apds o diagnéstico estabelecido de LMA. O manejo
destes casos deve ser o mesmo da LMA.(DOHNER et al., 2017)



Tabela 1.1. Classificagao da OMS - LMA e neoplasias precursoras relacionadas

Leucemia mieloide aguda e neoplasias relacionadas

Neoplasia mieléide com mutagdo germinativa

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21) (922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1,q22); CBFB-MYH11

LPA com PML-RARA

LMA com 1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

LMA com 1(6;9)(p23;q34.1), DEK-NUP214

LMA com inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1

Entidade provisoria: LMA com BCR-ABL1

LMA com NPM1 mutado

LMA com mutacgéo bialélica do CEBPA

Entidade provisoéria: LMA com RUNX1 mutado

LMA com alteragoes relacionadas a mielodisplasia*

Neoplasia mieldide relacionada ao tratamento

LMA sem outra especificagido (SOE)

LMA com minima diferenciagéo

LMA sem maturagéo

LMA com maturagédo

Leucemia Mielomonocitica Aguda

Leucemia Monoblastica/Monocitica Aguda

Leucemia eritréide pura

Leucemia Megacarioblastica Aguda

Leucemia Basofilica Aguda

Panmielose Aguda com mielofibrose

Sarcoma Mieloide (tumor mieloide extramedular; sarcoma granulocitico)

Proliferagao Mieloide relacionada a Sindrome de Down

Mielopoiese anormal Transitéria

Leucemia Mieloide associada a Sindrome de Down

*alteragées cromossdmicas ndo balanceadas como del(17) ou del(17q), del(5) ou del
(59), inv(17q) ou t(17p), del(13) ou del(13q), del(11q), del(12p) ou t(12p), del(9q),
indic(X)(q13) e balanceadas como t(11;16)(q23;p13.3), 1(3;21)(q26.2;922.1),



t(1;3)(p36.3;921.1), t(2;11)(p21;923), t(5;12)(q33;p12), t(5;7)(q33;p13),
t(5;10)(q33;921), 1(3;5)(925;934);

FONTE: (ARBER et al., 2016)

Adicionalmente, nesta atualizagdo, uma categoria nova de neoplasias
mieloides com mutagdo germinativa foi reconhecida.(DOHNER et al., 2017) Nela
estdo contemplados casos de mielodisplasia (SMD) e LMA em que mutagdes
germinativas ocorrem em auséncia de disfuncdo plaquetaria ou orgénica prévia
(CEBPA e DDX41); com disfungcdo plaquetaria preexistente (RUNX1, ANKRD?26,
ETV6) ou com disfungcédo de outro érgao (GATA2, Sindrome de Noonan, Sindrome
de Down, faléncia medular da anemia de Fanconi, disfungcdo de teldbmeros como a

disceratose congénita).

1.1.2. Fatores prognosticos

Existem diversos fatores prognodsticos conhecidos na LMA, capazes de
influenciar o risco de resisténcia terapéutica ou toxicidade relacionada ao
tratamento. Esses fatores podem estar presentes ja ao diagndstico e contribuir para
a estratificagcao de risco pré tratamento, ou podem ser reconhecidos apds o inicio do
tratamento. Quanto aos fatores de risco pré-tratamento, podemos subdividi-los em
fatores associados ao paciente e fatores associados a doenca.

Os principais fatores prognésticos associados ao paciente sdo a idade, o
performance status (PS) e a presenca de comorbidades. A idade se correlaciona
diretamente com desfechos desfavoraveis pois pode ser associada tanto a fatores
de baixa tolerancia ao tratamento intensivo com intuito curativo, quanto a presenga
de alteragbes genéticas e citogenéticas que conferem alto risco biolégico a
doencga.(JULIUSSON et al.,, 2009) A idade avangada, porém, € um fator de
prognostico independente para desfechos ruins. Escalas de pontuagao baseadas em
nesses fatores clinicos ja foram validadas para uso em pacientes com LMA, tanto na
quimioterapia de inducdo inicial quanto no pré-transplante e mostram correlacao
direta com a sobrevida pés tratamento.(SORROR et al., 2017)

Outros fatores que podem influenciar o desfecho pés-tratamento em LMA sao
a falta de rede de apoio familiar para o tratamento, que influencia negativamente e o
tratamento em instituicdes de referéncia com grande volume de atendimento a
pacientes com leucemia aguda, que influencia positivamente.(HO et al., 2018;
@STGARD et al., 2018)



Os fatores progndsticos clinicos associados a doenga sdo: histéria prévia de
doenga hematolégica (ex. mielodisplasia, doenga mieloproliferativa), exposi¢cao
prévia a quimioterapia ou radioterapia, hiperleucocitose ao diagndstico (>
40.000/mm3). Todos os anteriores sao implicados na maior resisténcia ao
tratamento, por se correlacionarem também com marcadores genéticos de
progndstico desfavoravel. (DOHNER et al., 2017; HEUSER et al., 2020)*#

Em ultima andlise, muitos dos fatores clinicos identificados como marcadores
de mau prognéstico na LMA séo expressodes fenotipicas das alteragcdes genéticas
que dao origem a doenca. E deste modo, os principais fatores que determinam o
progndstico e sdo a base para a estratificagdo de risco para a escolha do tratamento
na LMA sao as alteragdes citogenéticas e genéticas.

Quanto aos fatores utilizados para avaliagdo progndstica apos tratamento e
que se correlacionam com maior risco de recidiva, estdo aqueles que medem a
sensibilidade da doenga ao tratamento. A falha em atingir remissdo apos
quimioterapia de indug¢ao de remissao, ou seja, doenga primariamente refrataria, se
correlaciona com prognéstico reservado. O principal fator preditor de recidiva apés o
inicio do tratamento € a detecgdo de doenca residual (DRM). Anteriormente
chamada de Doenga Residual Minima, e atualmente chamada de Doencga Residual
Mensuravel,(SCHUURHUIS et al.,, 2018) a DRM ja foi estudada por diferentes
metodologias, em diferentes time points, apés diferentes estratégias terapéuticas e
invariavelmente se correlaciona independentemente com aumento do risco de
recidiva, menor sobrevida livre de recidiva e menor sobrevida global, como sera
aprofundado mais adiante.(BUCCISANO et al., 2012; BUCKLEY; APPELBAUM,;
WALTER, 2013; HOURIGAN; KARP, 2013; KAYSER et al, 2015
JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018a; SCHUURHUIS et al., 2018; WALTER, 2018)

1.1.2.1. Estratificagao de Risco: Citogenética

O papel das alteracdes citogenéticas na LMA ja é bem estabelecido e ha mais
de duas décadas vem sendo utilizado para classificagao, estratificacdo de risco
progndstico, e tomada de decisdo terapéutica.(MROZEK; HEEREMA;
BLOOMFIELD, 2004; GRIMWADE, 2007; GRIMWADE; HILLS, 2009;)

A estratificacdo de risco baseada na citogenética convencional divide os
pacientes naqueles com prognostico favoravel, intermediario ou adverso.(MROZEK;
HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004; GRIMWADE, 2007; GRIMWADE; HILLS, 2009)

Pacientes com perfil citogenético associado a risco favoravel apresentam desfechos



relativamente bons com regimes de consolidagcdo contendo apenas quimioterapia
convencional. No entanto, aqueles com perfil de risco citogenético desfavoravel
requerem um alo-TCTH em primeira remissao completa para aumentar a chance de
cura. (SLOVAK et al., 2000; BYRD et al., 2002; DOHNER et al., 2010)

Na estratificacdo de risco com base nas alteragbes citogenéticas o valor
progndstico de alteragbes citogenéticas mais raras ainda nao foi definido, devido ao
pequeno numero de pacientes e a ndao homogeneizacdo do tratamento entre os
estudos. O caridtipo complexo é definido pela presenga de 3 ou mais alteragbes
cromossémicas na auséncia de t(8;21), inv(16) ou t(16;16) e t(15;17). Na LMA com
caridtipo complexo a perda da regido cromossémica 17p e/ou a presenga da
mutacao no gene TP53 sao frequentes ocorrendo em aproximadamente dois tergos
dos casos. Recentemente, uma nova categoria genética associada a risco
desfavoravel foi proposta, o cariétipo monossémico.(BREEMS et al., 2008)

Embora o caridtipo da célula leucémica seja ainda considerado o fator
progndéstico mais relevante para a resposta a terapia de indugao e para a sobrevida,
quase 50% dos casos de LMA nao apresentam alteragbes cromossémicas
estruturais detectaveis ao diagndstico. Assim, a LMA de cariétipo normal
corresponde a maior parte do subgrupo de risco citogenético intermediario, sendo
este o grupo de risco progndstico de espectro mais variavel.

As primeiras alteragdes moleculares reconhecidas com impacto prognostico
relevante foram descritas no grupo de pacientes com LMA de cari6tipo normal, as
mutacgdes nos genes NPM1, CEBPA e FLT3. Estas foram introduzidas pela primeira
vez no algoritmo progndstico da European Leukemia Net (ELN), na sua primeira
versdo, em 2010.%° As mutagdes no gene FLT3, que codifica um receptor de tirosina
quinase envolvido na hematopoiese e as mutagdes do gene NPM1 sao as
alteragdes moleculares mais frequentes em pacientes com LMA.(PAPAEMMANUIL
et al., 2016)

Dois tipos de mutagdo que resultam em ganho de fungdo génica podem
ocorrer no gene FLT3. A mutagdo do tipo duplicagdo interna em tandem (ITD -
internal tandem duplication) nos éxons 13 e 14 e a mutagdo no dominio da tirosina
quinase (TKD - tyrosine kinase domain) no éxon 20. A mutagdo FLT3-ITD acontece
em 30% dos casos de LMA e é mais comum do que a mutagdo em FLT3-TKD, que
ocorre em cerca de 10% dos pacientes.( PATEL et al., 2012; PAPAEMMANUIL et al.,
2016)



Tabela 1.2. ELN 2017. Estratificagao de Risco citogenético/genético

CATEGORIA DE RISCO ALTERAGAO GENETICA

t(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Favoravel

NPM1 mutado sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITDlow

CEBPA mutacgao Bialélica

NPM1 mutado e FLT3-ITDhigh

NPM1 selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITDlow

(sem outras lesdes genéticas de risco adverso)
Intermediario

£(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Alteragbes citogenéticas ndo classificadas como favoravel ou
adverso

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A rearranjado
1(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3926.2) ou 1(3;3)(921.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1) ou
del(5q); 17/abn(17p)

Adverso Cariétipo complexo, cariétipo monossémico
NPM1 selvagem e FLT3-ITDhigh
RUNX1 mutado
ASXL1 mutado

TP53 mutado

ITD (duplicagdo in tandem) definida em funcdo da razdo da taxa alélica (alelo
mutante/alelo selvagem) pode ser low <0,5 ou high >0.5
Fonte:(DOHNER et al., 2017)

Em 2017, o painel internacional de experts da ELN publicou atualizagbes nas
recomendagdes de manejo da LMA incluindo mutagdes génicas na estratificagao
prognostica.(PAPAEMMANUIL et al., 2016; BULLINGER; DOHNER; DOHNER,
2017; DOHNER et al., 2017) Trés categorias de risco foram definidas (favoravel,
intermediario e adverso), com estimativas de sobrevida em longo prazo bem
distintas (tabela 1.2). Em pacientes jovens, aptos a receber terapia intensa com

intuito curativo, essa informagao auxilia principalmente na selecao do tipo de terapia



a ser oferecida apds a indugao de remissao, primordialmente, se o paciente deve

receber um alo-TCTH ou néo.

1.1.3. Panorama Gendmico da LMA

1.1.3.1. Genes frequentemente mutados e padrées de comutacao

A Leucemia Mieloide Aguda foi uma das primeiras patologias malignas a ser
extensivamente estudada com novas tecnologias de microarray e sequenciamento
em larga escala. O primeiro genoma de uma LMA, de cariétipo normal, foi publicado
em 2008.* Estudos subsequentes possibilitaram a identificagdo de numerosas
mutagbes somaticas recorrentes com impacto biolégico, prognéstico e em alguns
casos, terapéutico. Estes estudos também demonstraram que a LMA € uma doencga
com arquitetura clonal complexa e dinamica, existindo multiplas mutagdes somaticas
iniciadoras que afetam genes de diferentes categorias funcionais, além de clones
competitivos coexistindo e evolugdo clonal da doenga ao longo do
tempo.(BULLINGER; DOHNER; DOHNER, 2017)

O projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA) analisou 50 genomas e 150
exomas de pacientes adultos com LMA de novo, usando técnicas de
sequenciamento de genoma completo (Whole Genome Sequencing - WGS),
sequenciamento de exoma completo (Whole Exome Sequencing - WES),
sequenciamento de RNA e micro-RNA, além de analise do padrédo de metilacdo do
DNA. Nesse trabalho, um catalogo de mutacBes recorrentes na LMA com
aproximadamente 260 genes mutados em duas ou mais amostras de LMA foi
gerado. Desses, 23 genes foram 0os mais acometidos, com frequéncia de mutacgéo >
1%. Dentre os 23 genes, muitos ja haviam sido previamente implicados no processo
de leucemogénese. A partir desses dados, um padrdo n&o-randémico de
co-ocorréncia e exclusividade mutua das mutacdes foi observado. Os genes
mutados foram classificados em 9 categorias distintas, de acordo com sua funcao
biolégica (tabela 1.3).(CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al.,
2013) A organizacdo dessas categorias funcionais revelou relacdes bioldgicas
importantes. Por exemplo: algumas mutagdes frequentes em LMA (DNMT3A, NPM1,
CEBPA, IDH1/2 e RUNXI1) s&o mutuamente excludentes com genes de fuséo
(PML-RARA, RUNXI1-RUNX1T1, CBFb-MYH11), fortalecendo o conceito e o
agrupamento de casos de acordo com os genes de fusdo que séo as alteracbes

diretoras associadas ao estabelecimento do fendétipo leucémico. Outro padrdo de



mutacdes com exclusdo mutua incluem os genes da coesina, do spliceossoma,
proteinas sinalizadoras e proteinas modificadoras de histonas, sugerindo que uma
mutacdo em uma dessas vias € geralmente suficiente para o estabelecimento do
fendtipo de LMA. Das 200 amostras, 199 apresentavam pelo menos uma mutacgao.
Outro achado relevante foi de que na maioria das amostras havia evidéncia de pelo

menos um clone fundador e um ou mais subclones provenientes do clone fundador.

Tabela 1.3. Categorias funcionais de genes comumente mutados na LMA (TCGA)

Categoria Genes Papel na Leucemodénese Incidéncia na Coorte
Funcional P 9 TCGA (%)

FLT3, KIT, PTPN11, Conferem vantagem proliferativa através
Sinalizagéao Familia RAS (NRAS, de vias de sinalizagdo: RAS/RAF, 59
KRAS) JAK/STAT e PI3K/AKT.

Desregulagao do padrao de metilagéao

do DNA leva a desregulagéo de genes
DNMT3A, TET2, IDH1,

Metilagdo DNA IDH? relevantes. Mutacdes em /DH também 44
causam impacto na metilagdo via
TET2.
Fatores de Fusao: t(8;21), inv 18
16)/t(16;16 ~ .
Transcrigdo (genes (16)t( ) Desregulagao transcricional e parada
de fusdo ou de maturagdo hematopoiética
. Mutagao: RUNX1,
mutagao) 22
CEBPA

Desregulagao da modificacdo da
cromatina (metilagao de histonas, prejuizo

ASXL1, EZH2, KMT2A nas metil transferases pelas fusdes de 30
KMT2A) levam a desregulacéo

Modificadores de

Cromatina

transcricional

] Mutagéo da NPM1 resulta na
Nucleofosmina

NPM1 localizac&o citoplasmatica aberrante 27
(NPMT) .
dessa proteina
Supressores Desregulagao transcricional e parada de
_ TP53, WT1, PHF6 16
Tumorais degradagéao através de MDM2 e PTEN
Funcao spliceossoma prejudicada e
Complexo SRSF2, SF3B1, U2AF1, - o
i desregulagao da edigdo do RNA resulta 14
spliceossoma ZRSR2

em padrdes de splicing aberrantes.

) Segregagao cromossdmica prejudicada
Complexo coesina STAG2, RAD21 ) ) 13
impacta na regulagéo da transcrigcao

FONTE: (BULLINGER; DOHNER; DOHNER, 2017)

1.1.3.2. Classificagao genémica da LMA
O avanco no conhecimento gendmico tem sido incorporado na ultima década

na estratificacdo de risco pré tratamento dos pacientes com LMA.
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O desafio de entender como a diversidade genética pode definir a
fisiopatologia da LMA e contribuir para a pratica clinica, motivou a proposta de uma
classificagao genémica da LMA.

Um dos trabalhos de maior relevancia no estudo do panorama genémico da
LMA, foi publicado por Papaemmanuil e colaboradores na New England Journal of
Medicine em 2016. No estudo, publicado em 2016, 1540 pacientes foram
ressequenciados com painel NGS para 111 genes previamente relacionados com
LMA e outras neoplasias mieloides.(PAPAEMMANUIL et al., 2016) Em analise
realizada combinando as informagdes genéticas com os dados clinicos e
citogenéticos, os autores conseguiram categorizar 11 subgrupos genémicos nao
sobrepostos, cada um com fendtipos e desfechos clinicos distintos. Além das
classes ja conhecidas e contempladas na classificacdo da OMS de 2016, como LMA
com rearranjos balanceados e LMA com NPM1 mutado, trés novas classes mais

heterogéneas foram descritas (Figura 1.1).

NPM1 (with. DNA

hydroxymethylation) TP53-chromosomal aneuploidy
n =435 n =307
No class
‘ n =245
Balanced rearrangements NG HiiEHen

n = 304
linv(16), t(15;17), 1(8;21),
KMT2A (MLL) fusion, inv(3), t(6;9)]

CEBPAbiaIIeIic
n =69
R172
Chromatin-spliceosome :lDi";-’S

n =324
Figura 1.1. Classes genémicas da LMA de acordo com Papaemmanuil e
Gerstung et al. A figura mostra como 1.332 (86%) de 1.540 pacientes com
leucemia mieloide aguda foram classificados com sobreposicdo minima entre as
categorias (0os seis grupos gendmicos caracterizados por rearranjos de genes
[translocagdes e / ou inversdes] sdo exibidos como um grupo).
FONTE:(BULLINGER; DOHNER; DOHNER, 2017)

As primeiras seis classes consistiam em rearranjos cromossémicos
balanceados: inv(16), t(15;17), 1(8;21), inv(3), 1(6;9) e fusées do MLL. Cada uma
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representando  um subgrupo pequeno (<5% da coorte do estudo) e
individualizado.(PAPAEMMANUIL et al., 2016; BULLINGER; DOHNER; DOHNER,
2017)

A maior classe, representando 27% da coorte, foi a LMA com NPM1 mutado.
Nesta, 73% dos pacientes também eram portadores de mutagdes em outros genes
envolvidos na metilagdo do DNA (DNMT3A, IDH1, IDH2R'* e TET2) e 40%
FLT3-ITD. Apesar de ser um evento relativamente tardio na leucemogénese, a
mutacado no gene NPM1 emergiu como uma categoria distinta, na qual os desfechos
clinicos foram estritamente comandados pelo padrao de comutacgdes.

A segunda maior classe, constituida por 18% da coorte de estudo, foi o grupo
cromatina-spliceossoma, definida por mutagdes em genes reguladores da edi¢cao
(splicing) do RNA (SRSF2, SF3B1, U2AF1 e ZRSR2), genes modificadores da
cromatina (ASXL1, STAG2, BCOR, KMT2AF™®, EZH2 e PHF6) ou genes de
transcricdo (RUNXT). Esse padrdo gendmico é similar ao de pacientes com
sindrome mielodisplasica de alto risco, indicando que essa categoria gendmica
identifica neoplasias mieloides de alto risco que podem cruzar as barreiras
convencionais do diagndstico. Os pacientes dessa classe eram mais idosos, exibiam
contagens leucocitarias menores, frequentemente apresentavam histérico de
mielodisplasia ou outras neoplasias mieloides e evoluiam com desfechos
desfavoraveis. Todas essas sado caracteristicas clinico-patoldgicas muito associadas
com LMA secundaria. Essa € umas das 3 classes adicionais aquelas contempladas
pelas categorias da OMS 2016.

A segunda classe ndo contemplada na classificagdo da OMS 2016 é a de
mutagdes em TP53, aneuploidias cromossdmicas ou ambas, representando 13% da
coorte. Essa ndo é uma classe definida por uma anormalidade genémica unica, mas
por aneuploidias especificas como -5/5q-, -7/7q-, -17/17p-, -12/12p-, que
frequentemente co-ocorrem entre si e com mutacdes em TP53. Os pacientes deste
subgrupo eram significativamente mais idosos, frequentemente tinham LMA
secundaria e desfechos desfavoraveis.

A terceira classe genémica proposta e ndo contemplada pela OMS 2016 foi a
LMA com IDH2%'72, uma classe muito pequena (1% da coorte), porém com exclusdo
mutua em relagao a mutagdes de NPM1 e outras mutagdes definidoras de classes.

A classe LMA com mutagdo em CEBPA bialélica foi definida como pacientes
com mutagdes afetando a regido amino-terminal de um alelo e a regido

carboxila-terminal do outro alelo, geralmente sem outras co-mutagdes de pior
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progndstico associadas, como por exemplo FLT3-ITD. (PAPAEMMANUIL et al.,
2016)

Nesta coorte, 11% dos pacientes apresentavam mutagcdes genéticas nao
definidoras de classes (geralmente FLT3-ITD e DNMT3A) e 4% nao apresentavam
nenhuma mutagdo iniciadora. Foram consideradas mutag¢des iniciadoras todas
aquelas mutagbes sabidamente patogénicas ou provavelmente patogénicas
relacionadas a LMA. Das 1540 amostras testadas, 96% apresentavam pelo menos 1
mutacgao iniciadora e 86% apresentavam 2 ou mais mutag¢des. Devido a amostragem
numerosa, muitas interagbes entre genes puderam ser estudadas e muitos dados
importantes desse trabalho corroboraram os conceitos de: vias funcionais
comumente desreguladas, padroes de co-ocorréncia e exclusdo mutua de algumas
mutacdes, presenca de clones e subclones e padrées comuns de evolugao clonal,
onde o desenvolvimento da LMA segue a aquisicdo temporal de mutagdes
especificas e ordenadas hierarquicamente.

O tamanho do estudo e o modelo de analise multivariada para explorar a
contribuicdo relativa das variaveis gendmicas e clinicas para a sobrevida global
permitiu a criacdo de uma base de dados com potencial de predi¢ao individualizada
de desfecho. O algoritmo construido a partir da base de dados mostrou que o
preditor mais importante para a sobrevida global dos pacientes estudados foram os
dados genbmicos, que quando considerados no algoritmo aplicado permitiu
contextualizar 2/3 das variacbes encontradas. As caracteristicas clinicas: idade,
sexo, PS, esplenomegalia, leucometria, percentual de blastos, entre outras,
contribuiram para explicar o outro terco das variagcbes encontradas.
(PAPAEMMANUIL et al., 2016)

1.1.3.3. Hierarquia Genética (Evolucao Clonal)

A LMA é uma doencga geneticamente heterogénea e complexa. Cada paciente
tem uma doenga geneticamente unica. No entanto, genes recorrentemente mutados
e padrdoes de evolugdo clonal sdo reconhecidos. Estudos com tecnologia de
sequenciamento em larga escala documentam indiretamente a aquisi¢do de
mutacbes em etapas sequenciais no processo de leucemogénese. Diferentes
proporgcdes das mutagdes concomitantes dentro da amostra do diagndéstico, podem
ser estimadas pela fragao alélica da variante (VAF), onde a proporcao de leituras
que contém o alelo mutado é comparada com o somatério das leituras dos alelos

mutados e alelos selvagens. Através das proporgbes das VAFs das mutacdes é

13



possivel inferir a arquitetura clonal da LMA. Uma VAF alta, préxima a 0,5, sugere
que quase 100% das células do tumor carreiam um alelo com aquela determinada
alteragao, se considerarmos que a maioria das mutagdes ocorrem em heterozigose.
Dessa forma, espera-se que eventos precoces no desenvolvimento da leucemia
apresentem VAFs altas, enquanto mutagdes presentes apenas numa minoria das
células tenham sido adquiridas em estagios mais tardios do processo. Diversos
estudos mostram padrdes de aquisigao inicial de mutagdes em genes envolvidos no
controle epigenético (DNMT3A, ASXL1, TET2, IDH1/IDH2). Esses sao 0s mesmos
genes frequentemente mutados em pessoas idosas saudaveis, que conferem risco
aumentado para o desenvolvimento de doenga cardiovascular e neoplasias
hematoldgicas, processo conhecido como hematopoiese clonal de significado
indeterminado (CHIP). Nos pacientes com LMA, mutacbes nesses genes sao
tipicamente encontradas com VAF alta, no clone fundador e quase nunca s&o
encontrados isoladamente, sugerindo que apesar de facilitar expanséo clonal, ndo
sdo suficientes para causar a leucemia, podendo estar presentes em células
pré-leucémicas. Mutagdes em genes de sinalizagao e tirosinas quinases (FLT3,
RAS) geralmente ocorrem mais tardiamente. Mutagbes em NPM1 usualmente s&o
um evento secundario, porém definidor de doenca, encontrado no clone iniciador da
LMA. (GRIMWADE; IVEY; HUNTLY, 2016; PAPAEMMANUIL et al., 2016;
MARTIGNOLES; DELHOMMEAU; HIRSCH, 2018;)

A Figura 1.2 € um modelo do acima exposto em LMA. A transformacéo na
LMA é um processo de multiplas etapas caracterizado pela aquisicao sequencial de
mutagbes somaticas que afetam genes de diferentes categorias. A figura mostra a
arquitetura clonal complexa e evolugao da doencga ao longo do tempo. Padrdes de
mutacgdes parecem seguir trajetorias especificas e temporalmente ordenadas. Nesse
modelo o clone dominante no momento do diagndstico é um clone DNMT3A mutado,
NPM1mutada, FLT3mutado e, a determinacao da fragao alélica VAF permite revisitar

a hierarquia de aquisi¢cao das mutagdes.
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A Clonal evolution and clonal heterogeneity of AML
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Figura 1.2. Arquitetura clonal, padroes de recidiva e existéncia de
células-tronco pré-leucémicas. (A) Evolugdo clonal hipotética. A mutagdo de
DNMT3A é o evento mais precoce. Posteriormente, NPM1 ocorre como a mutagéo
definidora no clone fundador, com posterior aquisicdo de mutacdo FLT3-ITD em um
clone hiperproliferativo, que se torna dominante no diagndstico. A quantificacao da
frequéncia alélica variante (VAF) de cada mutacao (por VAF, a direita) permite uma
demonstragcdo da aquisicdo temporal de mutagdes e da hierarquia clonal do tumor.
(B) Padrao clonal heterogéneo de recidiva na LMA. Padrdes potenciais de recidiva
sdo mostrados: 1, do clone dominante no diagnéstico; 2, de um subclone presente

no diagnostico; 3, de um clone ancestralmente relacionado; 4, "recaida aparente”,

15



em que o novo tumor ndo esta clonalmente relacionado a leucemia inicial. (C)
Existéncia de clones pré-leucémicos que precedem a LMA podem persistir durante o
tratamento. Células-tronco pré-leucémicas abrigam mutagdes associadas a LMA,
como DNMT3A, TET2 e IDH2, que permitem a diferenciagdo multipotente, mas
também facilitam a expanséo clonal do progenitor. Apos a aquisicdo de mais
mutacdes (NPM1c e FLT3-ITD), a doenga manifesta se desenvolve. O tratamento
nao erradica as células-tronco pré-leucémicas. Evidéncias sugerem que essas
células formam o reservatério para recidiva e resisténcia ao tratamento.
FONTE:Adaptado de (GRIMWADE; IVEY; HUNTLY, 2016)

Estudos com amostras sequenciais do mesmo paciente mostram diferentes
padrées mutacionais na recaida, que pode ocorrer a partir da expansao clonal de
clones majoritarios ou minoritarios presentes ao diagnostico, ou pelo surgimento de
clones novos que compartilham relagdo ancestral com o clone do diagnéstico inicial.
Esses estudos discriminam algumas mutag¢des que, quando persistentes apos o
tratamento, podem estar relacionadas ao clone leucémico e, portanto, sao
consideradas como doencga residual mensuravel (DRM). Em contraste, outras
mutacdes sao interpretadas como nao relacionadas a leucemia, possivelmente
identificadas em células pré-leucémicas, e sdo consideradas como hematopoese
clonal de significado incerto (CHIP). O valor progndstico da deteccao de alteragdes
genéticas apods o tratamento sera abordado mais adiante. (DING et al., 2012; WONG
et al., 2015; MARTIGNOLES; DELHOMMEAU; HIRSCH, 2018)

1.1.4. Tratamento

Desde a década de 70, quando foi publicado o artigo do esquema classico de
quimioterapia convencional mais utilizado na pratica clinica em pacientes com LMA,
o chamado protocolo 7+3 (7 dias de infusdo continua de doses baixas de citarabina,
associado a 3 dias de antraciclinas), até 2017, pouco progresso terapéutico havia
sido alcangado na LMA. Como o esquema € muito toxico, com alta taxa de morte
relacionada ao tratamento em pacientes idosos ou com comorbidades, as decisdes
terapéuticas iniciais diante de um paciente recém diagnosticados com LMA pairavam
essencialmente da decisdo dicotbmica de realizar a indugdo de remissao com
quimioterapia intensa ou nao, pelo risco de toxicidade relacionada ao tratamento.

Porém, por falta de terapias alternativas eficazes, os desfechos eram igualmente
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desfavoraveis, com expectativas de sobrevida menores do que 5 meses nos
paciente inelegiveis a quimioterapia de inducéo.

Com a translagao do amplo conhecimento da patogénese genémica da LMA
para o estudo de novas drogas, novas terapias foram aprovadas pela agéncia
reguladora dos Estados Unidos. Tratamento inovadores, com pequenas moléculas
de administracédo oral como inibidores de BLCZ2, tratamentos alvo dirigidos, com
inibidores de FLT3 e inibidores de IDH1/IDH2, imunoterapias, dentre outros,
atualmente fazem parte do arsenal terapéutico da LMA. No Brasil, desde 2017,
foram aprovados pela ANVISA o venetoclax, a midostaurina e o gilteritinibe.

Ainda nos tempos atuais, apesar da terapia de indugdo de remissao
possibilitar a obtengao de um estado de remissao completa morfolégica de doenca,
a maioria dos pacientes (aproximadamente 80% dos pacientes jovens, abaixo de 60
anos), a principal causa de falha terapéutica continua sendo a recidiva da LMA.
Consequentemente, a principal decisdo quanto ao manejo da consolidagdo dos
pacientes em remissdo completa morfolégica continua sendo a realizagdo de um
alo-TCTH, pelo potencial dessa terapia de atingir maior chance de remissao em
longo prazo do que a consolidagdo com quimioterapia convencional, sobretudo nos

pacientes de risco progndstico desfavoravel e intermediario.

1.1.4.1. Transplante Alogénico de Células Tronco Hematopoiéticas

O alo-TCTH é considerado a forma mais comum de imunoterapia utilizada na
pratica clinica.(LOKE et al., 2020) No mundo todo, a indicagdo mais comum para
este procedimento é a LMA. O efeito do enxerto contra a leucemia, aliado ao efeito
anti leucémico do regime de condicionamento contribuem para que seja considerada
a unica terapia potencialmente curativa para pacientes com LMA de alto risco. Os
avangos na classificagdo gendmica, juntamente com o progresso na quantificagao
da doenca residual mensuravel, aumentaram a capacidade de se identificarem os
pacientes que necessitam do alo-TCTH para fins curativos, bem como aqueles que
podem ser poupados da toxicidade de um aloenxerto. Apesar desse progresso, a
recorréncia da doenga ainda é a principal causa de falha do transplante, seguida da
mortalidade relacionada ao tratamento (TRM). (LOKE et al., 2020) Estratégias para
mitigar o risco de recaida, tais como terapias farmacolégicas de manutengao alvo ou
nao alvo dirigidas e terapias celulares profilaticas ou preemptivas no pés-transplante

vém sendo muito estudadas.
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A deciséo de realizar um alo-TCTH em primeira remissdo completa depende
de um balango entre o risco de mortalidade relacionada ao transplante (TRM), e o
beneficio da redugdo do risco de recidiva que o procedimento proporciona. Para
pesar esses riscos, a decisdo se baseia na idade e comorbidades do paciente, no
tipo de doador disponivel e da modalidade do condicionamento a ser utilizado
(mieloablativo x intensidade reduzida) e nos fatores progndsticos pré- e
pos-tratamento (citogenética, genética, DRM). De acordo com o painel de experts da
ELN, pacientes do grupo de risco favoravel ndo se beneficiam do alo-TCTH em
primeira remissdo completa. O alo-TCTH é recomendado quando a chance de
recidiva sem o procedimento € estimada em 35-40%. Quanto maior o risco de
recidiva mais o risco da TRM é aceito. Dessa forma, o painel recomenda a
consolidagdo com alo-TCTH na primeira remissdao completa dos pacientes
classificados como risco desfavoravel e nos de risco intermediario com um doador
disponivel. Essa recomendagao se baseia em estudos em pacientes com idade
inferior a 60 anos, nos quais vantagem de sobrevida global e livre de recidiva foi
comprovada para pacientes de risco citogenético intermediario e desfavoravel com
doador versus sem doador. Em contraste, pacientes do grupo de risco favoravel
apresentaram as mesmas chances de sobrevida com ou sem alo-TCTH, pois todo e
qualquer beneficio relativo a menor recidiva pelo efeito enxerto contra leucemia foi
contrabalanceado pela maior mortalidade relacionada ao procedimento do grupo
transplantado.(DOHNER et al., 2017)

Além das indicagdes em primeira remissio, todos os pacientes que alcancam
remissdo apos recidiva também tem indicacdo de realizar o alo-TCTH. Nos
pacientes com doenca primariamente refrataria, o alo-TCTH é a unica opgao de
terapia curativa.

Nos ultimos anos, um numero cada vez maior de alo-TCTH vem sendo
realizado para pacientes com LMA, devido 1) a melhoria na identificagdo dos
pacientes com indicagao de transplante em primeira remissdo completa, através da
melhor estratificagdo de risco citogenético/molecular e a estratégias de mensuragao
de DRM; 2) ao advento de novas fontes de células tronco além de irmdo totalmente
compativel ou doador ndo aparentado, como o sangue de corddo umbilical e
principalmente, os doadores haploidénticos, de forma que atualmente praticamente
todos os pacientes elegiveis para um alo-TCTH tem um potencial doador; 3) a
reducdo da toxicidade do alo-TCTH com regimes de condicionamento de

intensidade reduzida, permitindo ofertar essa modalidade de tratamento para
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pacientes maiores de 60 anos que tenham boas condigdes clinicas. (LOKE et al.,
2020)

Os principais fatores determinantes para o risco de TRM apés o alo-TCTH
para LMA sao a idade e o PS do paciente, o grau de disparidade HLA entre doador e
receptor e a intensidade do regime de condicionamento. O sistema de pontuagéo
HCT-CI, derivado de uma avaliacdo ponderada de 17 comorbidades, demonstrou
predizer a TRM e foi validado na LMA.(GILES et al., 2007; SORROR et al., 2014)
Quanto ao risco de recidiva, o principal fator progndstico é o status da doenga ao
transplante, aferido pela DRM. Uma série de estudos retrospectivos mostrou que os
niveis de DRM pré-transplante mensurado por diferentes técnicas (citometria de
fluxo multiparamétrica - CFM, RT-PCR, NGS) se associam com a chance de recidiva
pdés procedimento. ( BUCKLEY; APPELBAUM; WALTER, 2013; BUCKLEY et al.,
2017; LOKE et al., 2020)

1.1.5. Avaliagcao de Resposta ao Tratamento

1.1.5.1. Papel da doenc¢a residual mensuravel

Desde, pelo menos 1969, se reconhece que uma remissdo completa clinica é
um passo inicial, importante, necessario, mas insuficiente no caminho para o
controle da LMA no longo prazo.(HART et al., 1969; HOURIGAN; KARP, 2013) A
remissao completa (RC) é definida, ainda nos dias de hoje, pela presenca de <5%
de blastos na medula 6ssea, auséncia de blastos com bastonete de Auer e de
doenga extramedular, conjuntamente com a recuperagéo das contagens do sangue
periférico de neutrofilos acima de 1000/mm? e de plaquetas acima de 100.000/mm?.
Entretanto, com base nas estimativas da celularidade normal da medula, esse ponto
de corte ndo permite detectar a presenga de um volume tumoral de até 1x10™
blastos leucémicos, em teoria, uma carga leucémica compativel com a vida (Figura
1.3). (HOURIGAN; KARP, 2013) Técnicas mais sensiveis conseguem detectar
volumes menores de células tumorais residuais apos a terapia, ao que chamamos
doenca residual mensuravel (DRM).

Portanto, ndo € surpreendente que pacientes com LMA em RC morfologica
sejam positivos para DRM. A recidiva continua sendo a principal causa de falha do
tratamento entre os pacientes que alcangam RC morfolégica. (HOURIGAN; KARP,
2013)
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Figura 1.3. Niveis de detec¢ao de varias metodologias de DRM comparadas a
remissao completa clinica tradicional. O estado clinico de CR representa uma
ampla gama de potencial carga de doenca. Morfolégica - 1 célula anormal em 100.
FC e PCR para genes superexpressos (ex., WT1) — 1 célula anormal em 10.000.
PCR para transcritos de fusdo e mutagdes especificas (NPM1mut) por PCR ou NGS
— 1 célula anormal em 1.000.000. Abreviatura: AMLs, leucemias mieloides agudas;
CR, remissao completa; FC, citometria de fluxo; FISH, hibridizag&o fluorescente in
situ; MRD, doenga residual minima; NGS, sequenciamento de ultima geracéo.
FONTE: Adaptado de (HOURIGAN; KARP, 2013)

Diversas plataformas foram desenvolvidas para identificar doenca residual
mensuravel, incluindo: citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) para numerar
populagdes de células mieldides com anormalidades imunofenotipicas; reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) para quantificar genes de fusao ou outras alteracoes
moleculares, mutagdes, associadas a leucemia; hibridizac¢ao in situ por fluorescéncia
(FISH) para detectar alteragdes citogenéticas de nivel cromossémico especificas do
clone maligno e, no contexto de monitoramento pds-alo-TCTH, analise de
quimerismo por PCR ou FISH, consideradas técnicas de baixa sensibilidade (menor
do que 1073). Novas tecnologias, incluindo PCR digital e NGS estdo emergindo. Cada
metodologia difere na proporgédo de pacientes para os quais podem ser aplicadas e
na sensibilidade para detectar a DRM. Entre essas modalidades, as abordagens

baseadas em CFM com ampla aplicabilidade, quase 90% dos pacientes com LMA e
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o RT-gPCR, aplicavel para 40-60% dos pacientes jovens com LMA que apresentam
marcador molecular (PML-RARA, CBFb-MYH11, RUNX1-RNX1T1, NPM1™"), s&o
cada vez mais empregadas na pratica clinica por sua alta sensibilidade (de até 10° —
109).

Em 2017, o painel da ELN propés uma nova categoria de resposta: a
remissao completa com DRM negativa (RC DRM-), incorporando o conceito de que
pacientes com DRM positiva (RC DRM+) tém maior risco de recaida e morte do que
os pacientes em RC DRM-, e sugerindo que esse tipo de resposta pode ser utilizado
em estudos clinicos como um desfecho mais precoce, por ser um marcador indireto
de sobrevida global e sobrevida livre de doenga.(DOHNER et al., 2017) O painel
recomenda que o tipo e a sensibilidade do método utilizado deva ser reportado e
que as analises sejam feitas em laboratérios experientes. Em 2018, foi publicado
pela ELN o primeiro consenso sobre a aplicabilidade da doenga residual mensuravel
na pratica clinica da LMA, com recomendagbes sobre métodos, marcadores e
interpretacdes de resultados.(SCHUURHUIS et al., 2018)

As técnicas de detecgcdo de DRM podem ser complementares. Em um estudo
com 482 pacientes, Jongen-Lavrencic et al investigaram a presenga de DRM por
CFM e NGS (painel com 54 genes) em pacientes em RC apds 2 ciclos de
quimioterapia de indugcdo de remissdao. Os autores demonstraram que os dois
meétodos tiveram valor prognostico independente e aditivos em relagao a taxas de
recidiva e sobrevida. A deteccdo de DRM por ambos se associou com uma
probabilidade de recidiva excessiva, de aproximadamente 75%. A auséncia de
detecgao nos 2 métodos se correlacionou com baixa probabilidade de recidiva, de
aproximadamente 25%. Enquanto a detecgcdo por um ou por outro método se
associou com risco intermediario, de aproximadamente 50%.
(JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018a)

1.1.5.2. Detecgao de Mutagoes persistentes por NGS
O uso do NGS para avaliacdo de DRM, em teoria, pode ser aplicavel
virtualmente a todas as aberragdes genéticas associadas a LMA. A sensibilidade da
técnica é variavel, os NGS considerados “padréo”, ou seja, sem o uso da tecnologia
de codigo de barras na pré-amplificacao é limitado por taxas intrinsecas de erro de
sequenciamento, atingindo sensibilidade média de cerca de 102. Ainda assim,

muitos estudos mostram que a deteccdo de mutagdes associadas a LMA, mesmo

21



em niveis menos sensiveis como 10?2, alcangado pela maioria das plataformas NGS
em uso, prediz  fortemente  desfechos em  pacientes em RC
morfologica.(JONGEN-LAVRENCIC et al, 2018a; MORITA et al., 2018;
HASSERJIAN et al., 2020)

O desafio central na interpretacdo de um resultado de NGS no contexto de
pacientes com LMA em remissdo morfoldgica, é distinguir verdadeiros marcadores
de doenca residual, presentes no clone leucémico, de mutagdes presentes em
clones precursores da LMA, ou seja, em células precursoras da leucemia, capazes
de promover a expansao clonal mas insuficientes para iniciar o fenétipo leucémico,
ou ainda, de clones independentes que emergem apds a terapia. (IVEY et al., 2016;
MORITA et al., 2018; WONG et al.,, 2018; LEVINE; VALK, 2019) Em um trabalho
publicado por Hasserjian et al, na Blood em 2020, os autores organizam as
principais caracteristicas que distinguem as mutacdes possivelmente representativas
de doenca residual daquelas possivelmente relacionadas a hematopoiese clonal
(HC) (tabela 1.4).

Tabela 1.4. Anormalidades genéticas relacionadas a LMA versus relacionadas

a hematopoiese clonal.

Anormalidades genéticas relacionadas a Anormalidades genéticas relacionadas a HC
LMA
Ocorrem,  geralmente, tardiamente na Ocorrem precocemente na hierarquia clonal.
hierarquia clonal. Pode ser o unico evento Geralmente com VAF mais alta do que as
genético encontrado. alteragdes relacionadas a LMA.
Redugdo na VAF, ou desaparecimento, Geralmente persistem na RC em VAF
associado com a reducdo do percentual de semelhante a VAF pré terapia.

blastos apés a terapia.

Reaparecimento da alteragdo genética na Persisténcia na doencga recidivada.

doenca recidivada.

Presencga na RC é associada com aumento do Presenga na RC ndo é associada com
risco de recidiva. aumento de recidiva.
Eliminada apés alo-TCTH bem sucedido. Eliminada apés alo-TCTH bem sucedido.

Caracteristicas utilizadas pelos autores para distincdo entre mutagdes relacionadas
a LMA das relacionadas a hematopoiese clonal. Abreviagdes: alo-TCTH: transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas. HC: Hematopoiese clonal. LMA:
Leucemia mieloide aguda. RC: remissdo completa. VAF: fracéo alélica da variante.
FONTE: (HASSERJIAN et al., 2020)
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Tabela 1.5. Significado da persisténcia de anormalidades genéticas pés terapia

comuns na LMA

Persisténcia

Alteraga scni 5 i
G erf:ttt:ao Tipo TeDir::‘::asé:e Depuradaesﬁzg:s terapia associada a desfecho
enetica ¢ Desfavoravel
RUNX1-RUNX1T1, CBFb-MYH11, . Sim .
PML-RAR Relacionado a LMA gPCR Sim
Sim ’
LAl Relacionado a LMA gPCR ' Sim
KMT2A rearranjo, DEK-NUP214, . .
Relacionado a LMA gPCR Desconhecido Desconhecido
BCR-ABL1
NRAS/KRAS Relacionado a LMA NGS Sim Sim
NGS
FLT3-ITD/FLT3TKD Relacionado a LMA PCR Sim* Desconhecido
NGS
KIT Relacionado a LMA Sim Sim
PCR
PTPN11 Relacionado a LMA NGS Sim Sim

Provavelmente . .
GATA2 NGS Sim Desconhecido
Relacionado LMA

Provavelmente . )
CEBPA NGS Sim Desconhecido
Relacionado LMA

Provavelmente . .
wrt1 NGS Sim Desconhecido
Relacionado LMA

NGS

HC (potencialmente ., .
RUNX1 Variavel Sim
relacionado LMA) ddPCR

HC (potencialmente . .
IDH1/IDH2 NGS Variavel Sim
relacionado LMA)

DNMT3A HC NGS Geralmente Nao Nzo
ASXL1 HC NGS Variavel Néo
TET2 HC NGS Geralmente N&do Nao
SRSF2 HC NGS Variavel Nzo
BCOR HC NGS Variavel Nao
TP53 HC NGS Variavel Sim

*pode ser perdida na recaida ou adquirida em LMA inicialmente FLT3 selvagem.
Tabela 1.5. Proposta de interpretagdao da detecgdo de mutagcdes persistentes pos terapia por
gene, por técnica, pela depuracio apds terapia e por desfecho. Abreviaturas: LMA: leucemia
mieldide aguda. HC: hematopoiese clonal. ddPCR: droplet digital PCR. NGS: next generation
sequencing.

FONTE: (HASSERJIAN et al., 2020). Referéncias:(HOURIGAN; KARP, 2013; KLCO et al., 2015;
WONG et al., 2015; IVEY et al., 2016; HIRSCH et al., 2017; JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018a;
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MORITA et al., 2018; SCHUURHUIS et al., 2018; THOL et al., 2018;ZHOU; CHEN, 2018; PRESS et
al., 2019)

O conceito de HC utilizado neste estudo é o de populagdes de células
detectadas no SP ou MO, que se originam de progenitores hematopoiéticos
somaticamente mutados. A HC frequentemente acompanha o estado natural de
envelhecimento e pode representar um estado precursor de neoplasias
hematoldgicas. A presenca de HC em individuos saudaveis é denominada CHIP,
estado que se associa a um risco maior de desenvolvimento de neoplasias
mieloides, a uma taxa de 0,5-1% ao ano e a um maior risco de morbimortalidade
cardiovascular.(GENOVESE et al., 2014; JAISWAL et al., 2014; ABELSON et al.,
2018; SHLUSH, 2018) Com base nos trabalhos descritos até entdo na literatura, os
autores propdem a interpretagdo do significado de mutagdes persistentes
comumente encontradas em pacientes com LMA apds terapia, assim como uma

terminologia para padronizar a nomenclatura nesse contexto (Tabela 1.5).

1.1.5.2.1. Doenga Residual Minima Genética

Alteracbes genéticas subjacentes a patogénese da LMA (mutagdes drivers)
que ocorrem com maior frequéncia mais tardiamente na ontogenia da LMA ou
aquelas que definem um subtipo genético de LMA s&o intimamente relacionadas
com a carga leucémica e ja mostraram relevancia como marcadores de DRM.(YIN et
al., 2012; WILLEKENS et al., 2016) Em contraste, mutacbes que ocorrem
precocemente na ontogenia da LMA e que acometem com frequéncia genes de
regulagéo epigenética também associados a hematopoiese clonal ou em uma fase
pré-leucémica como a mielodisplasia, podem nao se associar a um risco aumentado
de recidiva quando detectadas no cenario pos tratamento.(WELCH et al., 2012; XIE
et al., 2014; KLCO et al., 2015; LINDSLEY et al., 2015; WONG et al., 2016; SHLUSH
et al., 2017; JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018a). Além disso, outras mutagdes, que
podem ocorrer precocemente ou tardiamente no processo de leucemogénese, tém
impacto incerto quando encontradas em pacientes em RC.

Os genes de fusdo RUNXT1-RUNX1T1, CBFb-MYH11 e PML-RARA sao
altamente especificos para LMA e a presenca de DRM molecular avaliada por
RT-gPCR para esses marcadores € altamente preditiva de recidiva. Nesses casos,

a auséncia de DRM ao final do tratamento é associada com sobrevida em longo
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prazo excelente, embora niveis muito baixos de transcritos de PML-RARA e
CBFb-MYH11 possam persistir numa minoria dos casos. (HASSERJIAN et al., 2020)

Mutacdes no gene NPM1 definem um subgrupo genético de LMA e raramente
sdo encontradas em neoplasias mieloides que precedem a leucemia, como a SMD.
Células com NMP1 mutado (NPM1™") desaparecem rapidamente apos
administracdo de quimioterapia de inducdo, e sdo usualmente indetectaveis em
pacientes que atingem RC duradoura. Em contraste reaparecem em quase todos os
pacientes que recaem. (MORITA et al., 2018) Em um estudo, o uso preemptivo de
azacitidina em pacientes com DRM genética positiva para translocagdes de risco ou
NPM1™! se associou com sobrevida livre de recidiva semelhante a do grupo RC
DRM-.. Um outro estudo mostrou que pacientes em remissdo morfolégica com RC
DRM+ se beneficiam de alo-TCTH com condicionamento mieloablativo, ao invés de
condicionamento de intensidade reduzida. (HOURIGAN et al., 2019) Esses dados
sugerem que a presenga de DRM genética pode ser ndo apenas progndéstica mas
também direcionar intervengdes terapéuticas especificas.

Os genes da via de sinalizagdo do RAS, como FLT3, NRAS e KRAS sao
subjacentes ao aumento da proliferacdo em neoplasias mieloides. Mutagdes
ativadoras nesses genes se associam com hiperleucocitose e alto percentual de
blastos. A maioria dos estudos mostra que esses eventos (incluindo FLT3-ITD e
TKD) sao relativamente tardios na evolugdo da LMA e nao persistem em pacientes
em remissdo. Outras mutagdes que geralmente s&o depuradas apos quimioterapia
intensiva séo: KIT, PTPN11, WT1, assim como CEBPA e GATAZ2 (essas 2 ultimas
quando somaticas, ndo germinativas). A deteccao de mutagcées em FLT3, NRAS,
KRAS, PTPN11 ou KIT na remissao completa é associada com alto risco de recidiva
e menor sobrevida livre de recidiva, sendo classificadas como alteragbes genéticas
associadas a LMA. (HASSERJIAN et al., 2020)

Translocagdes envolvendo o gene KMT2A e o gene de fusdo DEK-NUP214
(t(6;9)) também podem ser classificadas como alteracbes genéticas associadas a
LMA e quando detectadas, classificadas como doenga residual.

Outras mutagdes tém implicagdes progndsticas indefinidas. Mutagbes em
IDH1/2 podem persistir na RC. (KLCO et al., 2015; MORITA et al., 2018) Mutagbes
em RUNX1 ocorrem frequentemente em pacientes com mielodisplasia que precede
a leucemia e podem persistir apds quimioterapia sendo o seu valor como marcador
de doenga residual ainda indefinido. No entanto, a presenca de mutagcdo em RUNX1
na RC ja foi associada a menor sobrevida. (KOHLMANN et al., 2014) Portanto,
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algumas mutagdes persistentes apos tratamento podem ser consideradas como
potencialmente, mas nao definitivamente associadas a LMA.

Diversos estudos mostram que a deteccdo de DRM genética positiva,
mensuravel através de técnicas de NGS na avaliagao pré transplante de pacientes
com LMA é um fator prognostico independente com impacto negativo significativo
nos desfechos apds transplante, se correlacionado com maior incidéncia cumulativa
de recidiva, menor sobrevida livre de progressdo, e menor sobrevida global.
(BUCCISANO et al., 2012; LUSKIN et al., 2016; PRESS et al., 2019; THOL et al.,
2018; HAMILTON et al., 2019; HOURIGAN et al., 2019)

1.1.5.2.2. Hematopoiese Clonal

Ao contrario das aberragdes genéticas relacionadas a DRM em LMA,
mutacbes em DNMT3A, TET2, e ASXL1, chamadas de “DTA”, ocorrem
precocemente na ontogenia da LMA e sozinhas n&o s&o suficientes para causar o
fenétipo leucémico. (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al.,
2013; SHLUSH, 2018; WELCH et al., 2012) Usualmente, persistem ou até
expandem apos quimioterapia intensiva convencional, porém, geralmente sao
eliminadas apdés alo-enxerto com quimerismo completo do doador. Evidéncias
sugerem que as mutagdes “DTA” ndo devam ser consideradas como marcadores de
DRM verdadeira e provavelmente representem hematopoiese clonal similar a CHIP
encontrada no processo de envelhecimento, em pacientes sem historia prévia de
neoplasia hematologica e sem citopenias. (GENOVESE et al., 2014; JAISWAL et al.,
2014; ABELSON et al., 2018; SHLUSH, 2018)

Mutacbes em SRSF2 e BCOR também persistem na maioria dos pacientes
com LMA que atingem RC e sua presenca € de significado clinico incerto.

Mutagcbes em TP53 podem surgir precocemente ou tardiamente no
desenvolvimento da LMA, mas geralmente ndo sdo eliminadas nem reduzidas com
quimioterapia de indugdo e ainda podem emergir apos a terapia em um clone nao
relacionado com a LMA inicial.(JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018b; PRESS et al.,
2019; HASSERJIAN et al., 2020;)

Em pacientes submetidos a alo-TCTH, a hematopoiese clonal apdés o
transplante pode se originar das células precursoras hematopoiéticas de origem do
doador. (ENGEL et al., 2019)
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2. Justificativa e Objetivos

2.1. Justificativa

A LMA é uma neoplasia que nos ultimos anos tem se beneficiado
grandemente do amplo conhecimento gendmico da doenga. A contribuicdo dos
estudos de sequenciamento genético em larga escala se deu tanto com relagao ao
entendimento da fisiopatologia, classificacdo e estratificacdo de risco quanto pelo
desenvolvimento de novas terapias alvo-especificas. Mesmo com todo o avango no
conhecimento molecular, a correlacdo entre marcadores moleculares e a predigao
de desfechos clinicos, sobretudo apds o transplante alogénico de células tronco
hematopoiéticas, ainda precisa ser melhor compreendida. No Brasil, dados de
caracterizacao clinica e gendmica de pacientes com LMA s&o escassos, a despeito
desta ser a principal indicagao para a realizacdo de alo-TCTH no nosso pais € no
mundo. O Centro de Transplante de Medula Ossea do Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva - CEMO/INCA é um dos centros mais importantes de
referéncia para a realizagao de transplante alogénico de medula éssea no ambito do
SUS, onde o conhecimento gerado pelo presente trabalho podera contribuir para
melhorias na assisténcia ofertada aos pacientes com LMA que necessitam de um

transplante alogénico.

2.2. Objetivo Geral

Correlacionar o perfil clinico assim como o estado mutacional de genes
associados a patogénese da LMA com os desfechos em longo prazo de pacientes
com LMA submetidos a alo-TCTH.

2.3. Objetivos Especificos

A) Descrever as caracteristicas clinicas de uma coorte de pacientes com LMA
submetidos a alo-TCTH no CEMO/INCA e compara-las com as caracteristicas de
coortes internacionais.

B) Avaliar a frequéncia de mutagdes genéticas nesta coorte no momento da
avaliagao pré transplante, com um painel NGS de 30 genes, de diversas
categorias funcionais, frequentemente associados a neoplasias mieloides e LMA.

C) Caracterizar o perfil genbmico dos pacientes de acordo com as mutacgdes

encontradas.
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D) Correlacionar os desfechos clinicos apos alo-TCTH com o status mutacional pré

E)

F)

3.

transplante. Os desfechos clinicos que serdo avaliados sdo: Sobrevida global,
Sobrevida livre de recaida, Incidéncia cumulativa de recaida e Mortalidade nao
relacionada a recaida.

Determinar o impacto das mutagdes encontradas em amostras pré alo-TCTH, em
termos de numero e tipo de mutagdes, nos desfechos de recaida e morte apos
alo-TCTH.

Analisar o padréao de evolugédo clonal em alguns casos selecionados de pacientes
com mutagdes genéticas detectadas antes do alo-TCTH e que tenham
disponibilidade de outras amostras sequenciais em diferentes momentos do

tratamento para avaliagao longitudinal.

Material e Métodos

3.1. Delineamento do Estudo

Trata-se de estudo de coorte retrospectivo, observacional e analitico.

3.2. Populagao de Estudo

Todos os pacientes portadores de LMA, adultos, que foram submetidos a

transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas no Centro de Transplante

de Medula Ossea (CEMO) do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da

Silva (INCA), no periodo de janeiro de 2010 até dezembro de 2017 e que

preenchiam os critérios de inclusdo e exclusao expostos a seguir.

3.2.1 Critérios de Elegibilidade
Os critérios de inclusao para os pacientes no estudo foram:

I.  Ter o diagndstico de leucemia mieloide aguda, conforme a definicdo da OMS
de 2016 (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS NL, JAFFE ES, PILERI SA,
STEIN H, THIELE J, [s.d.])

II. Ter idade maior ou igual a 18 anos a época da realizag&o do transplante.

[ll. Ter amostra armazenada de material genético extraido do sangue periférico

ou da medula éssea antes do transplante.

3.2.2. Critérios de Exclusao

Os critérios de exclusao utilizados foram:
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I.  Ser portador do subtipo Leucemia Promielocitica Aguda.
II. Ser portador de Leucemia de células dendriticas plasmocitéides blasticas.

I1l. Recusa de assinatura do Termo de Consentimento Livre e esclarecido.

3.3. Selecao da Coorte de Estudo

A selecao dos casos se deu por meio de busca em registro da base de dados
do CEMO e do Laboratério de biologia molecular INCA. Ao todo, 63 pacientes
preencheram todos os critérios de inclusdo e exclusdo do estudo, tiveram dados
clinicos e laboratoriais coletados e foram incluidos nas analises do perfil clinico da
coorte. No entanto, 24 pacientes apresentavam amostras bioldégicas com
quantificacdo de DNA baixa ou apresentaram falha na etapa de formacido da
biblioteca do NGS e dessa forma, nao tiveram o sequenciamento realizado. Os
outros 39 pacientes seguiram para a fase de sequenciamento genético de forma
bem sucedida e tiveram os dados gendmicos analisados, inicialmente em 1 unica
amostra de DNA coletada e armazenada antes do inicio do condicionamento do
transplante. Posteriormente, 3 pacientes foram selecionados para realizacido do
NGS em amostras sequenciais, para avaliacdo longitudinal especifica desses 3
casos. No total, 44 amostras foram sequenciadas. O diagrama de pacientes e
amostras (Figura 3.1) discrimina o momento do tratamento temporalmente
relacionado ao transplante (se antes ou depois do alo-TCTH) em que foram
coletadas as amostras e o status da doenca no momento da coleta. Foram incluidos,
nas analises do perfil gendmico, resultados do NGS de 39 amostras referentes a 39
pacientes, sendo (i) trinta e trés coletadas com o paciente em remissdo completa
(RC); (ii) Trés coletadas ao diagnostico da LMA e (iii) Trés coletadas no momento da
recidiva pré-transplante. Em trés destes pacientes, selecionamos outras amostras
sequenciais para a realizagao do sequenciamento e analise longitudinal do caso: um
paciente com uma amostra em RC pré-transplante e uma amostra da recidiva
pos-transplante; outro paciente com uma amostra da recidiva pré-transplante e uma
amostra de recidiva pos-transplante; o terceiro paciente com uma amostra do
diagnostico, uma amostra em RC (apoés 12 linha de tratamento e antes do
transplante), uma amostra da recidiva pds-transplante e uma amostra da progresséo
final da doencga. A figura 3.1 representa graficamente os pacientes que constituiram

as analises de perfil clinico, perfil genémico e os casos com analises longitudinais.
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Figura 3.1. Diagrama de pacientes e amostras
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Legenda da figura: pc = pacientes. NGS = next Generation sequencing. Dx =
diagndstico. RC = remissao completa. REC = recaida. REC1 = primeira recidiva.
REC2 = segunda recidiva. PD = progressao de doenca. aloTCTH = transplante

alogénico de células tronco hematopoiéticas.

3.4. Parametros Clinicos e Laboratoriais

Os dados clinicos e laboratoriais do diagnéstico, acompanhamento,
tratamento e transplante foram obtidos por revisdo de prontuario fisico e eletrénico
do INCA e dos registros dos laboratérios do CEMO/INCA.

Foram coletadas informagdes sobre: género, idade ao transplante, tempo
entre o diagnostico da LMA e o transplante, tipo de transplante (aparentado,
nao-aparentado ou haploidéntico), idade e sexo do doador, positividade da sorologia
IgG para citomegalovirus no doador e receptor, celularidade do enxerto com numero
de células nucleadas totais e numero de células CD34 positivas por quilo de peso do
receptor, valor de ferritina na avaliagao pré transplante, resultados de mielograma e
imunofenotipagem da medula 6ssea na avaliacao pré transplante, desfechos clinicos
apos o transplante (doenga do enxerto contra o hospedeiro, recaida, ébito, causa do
obito e tempo de seguimento), dados do diagndstico inicial, como: cariétipo por
banda G, avaliagcbes moleculares do diagndstico, tipo de tratamento inicial e status

de doenga ao transplante (1% remissao completa, 22 remissdao completa, RC
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posterior ou doencga ativa). As variaveis relacionadas ao transplante alogénico foram
selecionadas para coleta de dados com base na reconhecida interacdo com
desfechos pds transplante relatadas na literatura médica.

A classificagdo do subtipo de LMA no presente estudo foi estabelecido de
acordo com a classificagdo da OMS 2016 (SWERDLOW SH, CAMPO E, HARRIS
NL, JAFFE ES, PILERI SA, STEIN H, THIELE J, [s.d.]), em (I) LMA com
anormalidade genéticas recorrentes; (lI) LMA com alteragbes relacionadas a
mielodisplasia, em casos de diagndstico prévio de mielodisplasia, grau de displasia
em multiplas linhagens na auséncia de alteragbes em CEBPA e NPM1, ou pela
presenca de alteragdes citogenéticas tipicas da mielodisplasia; (lll) LMA relacionada
a terapia, em pacientes previamente submetidos a quimioterapia ou radioterapia
para tratamento de cancer prévio; e (IV) LMA sem outra especificagao (SOE), com
classificagdo morfologica baseada no grau de maturagéo dos blastos de acordo com
classificagao FAB, conforme tabela 1.1.

Foi utilizada ainda a seguinte nomenclatura para a variavel tipo de LMA: (i)
LMA de novo, quando n&o havia historia prévia de diagndstico de mielodisplasia ou
doenca mieloproliferativa e nem histéria de uso prévio de tratamento quimio ou
radioterapico. (ii) LMA secundaria, nos casos categorizados pela classificacédo da
OMS como LMA com alteragdes relacionadas a mielodisplasia ou como LMA
relacionada a terapia.

A classificacdo do estado da doenca no pré-transplante foi realizada com
base nas definicbes de resposta da European Leukemia Net (DOHNER et al., 2017),
conforme tabela 3.1., a seguir. Pacientes em remissdo completa ou remissao
completa com recuperacdo hematoldgica incompleta, foram coletivamente referidos
como remissao completa (RC) no presente estudo.

Tabela 3.1. Definicao de critérios de resposta conforme a ELN 2017.

Resposta Definicao

RC com negatividade para marcador molecular detectado

RC DRM- por Rt-qgPCR ou ndo mensuravel por CFM.

Blastos na medula 6ssea (MO) <5%; auséncia de blastos
circulantes e de blastos com bastonetes de Auer; auséncia
Remiss&o completa (RC) de doenga extramedular. Contagem de neutréfilos
absoluta=1000/mm3; contagem de plaquetas
>100.000/mm3.

RC com recuperagdo hematologica Todos os critérios de RC exceto por neutropenia residual

Incompleta (<1000/mm3 ou plaquetopenia <100.000/mm3.

FONTE: Adaptado de (DOHNER et al., 2017)
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Legenda: RC - remissdo completa; DRM- doenga residual mensuravel negativa;

CFM — citometria de fluxo multiparamétrica.

Os dados de citometria de fluxo foram utilizados para a variavel doenca
residual mensuravel pré-transplante, sempre quando estivesse disponivel o
resultado de uma analise da medula 6ssea, no periodo de até 30 dias antes do
alo-TCTH. Quanto aos paréametros da citometria de fluxo utilizados para a
caracterizagao desta variavel, de 2010 a 2016, a rotina para realizagdo da citometria
de fluxo na instituicdo, utilizava um painel com 3 cores apenas. A presencga de
blastos mieldides com aberrancias (abordagem baseada na técnica “diferente do
normal”) ou com imunofendétipo compativel com o diagndstico inicial (abordagem
baseada na técnica “imunofendétipo associado a leucemia”), em percentual menor do
que 5% das células nucleadas avaliaveis foi considerada como DRM positiva.
Doengca mensuravel acima de 5% em pacientes previamente tratados foi
considerada como recidiva. A auséncia de deteccdo de blastos mieldides com
fendtipo aberrante concomitante a auséncia de blastos mieléides com imunofendtipo
semelhante ao diagnostico foi considerada como DRM ndo mensuravel, dentro dos
limites de sensibilidade da técnica (na ocasido estabelecida em aproximadamente
102 a 10*). A partir de 2016, a citometria de fluxo de rotina da instituigdo passou a
ser feita com 8 cores simultaneamente, o que permitiu a analise de maior numero de
células e a obtengcdo de maior sensibilidade, sendo a sensibilidade da analise

considerada de aproximadamente 10°°.

3.5. Amostras

As amostras de material biolégico utilizadas no presente estudo foram obtidas
do sangue periférico ou medula 6ssea dos pacientes, antes do inicio do
condicionamento do transplante alogénico, apés lise hipotonica das hemacias com o
reagente Red Cell Lysis Buffer (Sigma) e armazenamento para extracdo de DNA
como parte da rotina de caracterizagdo dos receptores de transplante alogénico. A
extracdo de DNA foi realizada usando a plataforma automatizada Maxwell® 16
(Promega), com sistema baseado na purificacdo de DNA por esferas
imunomagnéticas. A mediana de tempo entre a coleta da amostra e o DO (dia da
infusdo das células tronco hematopoiéticas) foi de 57 dias. A avaliagdo dos
tratamentos de segunda linha previamente ao transplante n&o pode ser realizada por

falta de dados na maioria dos casos.
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3.6. Sequenciamento dos Genes de Interesse com Painel NGS

As amostras foram referidas para o Nucleo de operagbes GeneOne onde

apdés a avaliagdo quantitativa e obtencdo do valor médio da quantidade de DNA

mensurado

fluorimetro Qubit (Invitrogen), se seguiu o sequenciamento massivo e paralelo de
sitios especificos em um painel de ressequenciamento para detecgdo de mutagdes
diretoras em 30 genes subjacentes a patogénese das neoplasias mieloides [ABL1,
ASXL1, BRAF, CALR, CBL, CEBPA, CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH?2, FLT3, HRAS,
IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1, SETBP1,

meio de

um espectrofotometro,

NanoDrop, e de

SF3B1, SRSF2, TET2, TP53, U2AF1, WT1 and ZRSRZ2] (tabela 3.2).

Tabela 3.2. Composicao do painel NGS (genes e éxons incluidos)

Genes Exons Genes Exons
ABL1 4-9 KIT 2,8-11,13,17,18
ASXL1 9, 11,12 KRAS 2,3
BRAF 11,15 MPL 10
CALR 9 NPM1 10, 11
CBL 8,9 NRAS 2,3
CEBPA Gene completo PTPN11 3,7-13
CSF3R Gene completo RUNX1 Gene completo
DNMT3A Gene completo SETBP1 4
ETV6 Gene completo SF3B1 10-16
EZH2 Gene completo SRSF2 1
FLT3 13-15, 20 TET2 Gene completo
HRAS 2,3 TP53 Gene completo
IDH1 4 U2AF1 2,6
IDH2 4 wr1 6-10
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JAK2 Gene completo ZRSR2 Gene completo

O NGS foi realizado em quarenta e quatro amostras de 39 pacientes
conforme diagrama da Tabela 4.11. Em 24 pacientes, a realizagdo do
sequenciamento por NGS nao foi possivel devido a concentragdo de DNA
insuficiente ou por falha de sequenciamento, por essa razdo foram excluidos das
analises gendmicas, mas incluidos nas analises de perfil clinico. Em 3 pacientes, foi
possivel a realizagcdo do sequenciamento em mais de uma amostra. Destes, 2
tinham amostras do pré-transplante e da recidiva apés o transplante. Em 1 paciente,
amostras seriadas do diagnostico, da remissdo completa apos terapia inicial e pré
realizacéo do transplante, da recidiva e da progressdo da LMA apéds o transplante
foram sequenciadas e analisadas longitudinalmente.

Sao detectadas pelo painel NGS variagdes de nucleotideo unico (SNV) e
pequenas delegbes e insergdes (indels). A composicéo do painel NGS pode ser vista
na tabela 3.2.

O fluxo de trabalho para o painel NGS incluiu preparacdo da biblioteca;
sequenciamento; anotacao e classificagao das variantes; analise dos resultados. A
biblioteca foi preparada com solugdo mieloide (Sophia Genetics) e o
sequenciamento foi realizado em MiniSeq (lllumina) com leituras de extremidades
pareadas de 150 bp. A analise dos dados foi realizada no software Sophia DDM
alinhadas de acordo ao genoma de referéncia GRCh37/hg19 com uso de um
algoritmo especifico para chamada e anotag&o de variantes. A cobertura das regides
alvo foi de 100% a 1000X. As diretrizes de nomenclatura da Human Genome
Variation Society (HGVS) foram utilizadas para anotacéo das variantes.(DUNNEN et
al.,, 2016) Anotagdes incluiram: alteracdo na sequéncia de nucleotideos (c.);
alteracédo na sequéncia de amino - acidos (p.); coordenadas genémicas da variante:
localizagbes genbmicas de variantes denotadas pelo numero do cromossomo
seguido pela localizagdo do nucleotideo da variante; fragdo do alelo variante (VAF)
mostrada como % de leituras variantes; tipo de transcrito de referéncia (o numero de
acesso da transcrigdo e o numero da versao (por exemplo, BRAF, NM_004333.4), e
rs (dbSNP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), quando disponivel. As variantes foram
classificadas utilizando-se um sistema de 5 categorias, como patogénicas,
provavelmente patogénicas, de significancia incerta, provavelmente benignas ou
benignas. (LI et al., 2017) Quando classificadas como patogénicas ou provavelmente
patogénicas, as variantes foram chamadas de mutagdes. Mutagdes foram anotadas

em relacéo a posigao e tipo em missense (troca de uma unica base n&o sinénima);
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nonsense (quando a alterag&o levou a inser¢ao de um codon de parada); frameshift
(quando a adigéo ou delegdo de um numero de bases diferente de 3 ou multiplos de
3 foi inserido ou deletado alterando a pauta de leitura do DNA); splicing (quando
acometeu regides candnicas -2,-1 _+1,+2 dos sitios aceptores ou doadores).
Variantes sinbnimas foram descartadas.

A avaliacdo de uma variante e discriminagao entre polimorfismo e mutacao foi
realizada utilizando-se a frequéncia populacional da variante de acordo com as
bases de dados populacionais GhomAD (The Genome Aggregation Database) e
Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS), literatura e ferramentas
de previsao in silico. As bases de dados utilizadas para interpretacdo das variantes
genéticas  foram o catdlogo de mutagcbes somaticas COSMIC
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), e ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar)
(LANDRUM et al., 2018; “LOVD - An Open Source DNA variation database system”,
[s.d.]; TATE et al., 2019). Dentre as fontes de literatura consultadas sao elencadas: a
entrez -PubMed, Google scholar, Google e como uma fonte de dados adicional para
classificagao de variantes, consultamos a base de dados Mastermind. (“Mastermind
Genomic Search Engine (https://www.genomenon.com/mastermind)’, [s.d.])
Mutagbes do tipo frameshift, nonsense e em regides candnicas dos sitios de splicing
foram consideradas patogénicas sempre quando o numero de leituras ultrapassou o
limiar de quantificagdo do NGS (VAF>1%). Ferramentas in silico de predicao de
patogenicidade foram utilizadas para classificagdo de variantes missense
(PolyPhen2, SIFT, MutationTaster, AlignGVGD) e para predigdo de alteragdo dos
sitios de splicing (MaxEntScan, NNSplice, GeneSplicer). Uma previsao consistente
com efeito deletério in silico (Patogénica >0.99; Provavelmente Patogénica 0,95 —
0,99) e descrigao prévia de origem somatica no COSMIC, foram parédmetros para
classificagdo de uma variante como mutagéo potencialmente prejudicial.

Para apoiar a evidéncia de patogenicidade para uma variante nova e de
significado clinico incerto, o software AlaMut [Alamut Visual - 19 de fevereiro de
2020] foi usado. Este software integra diferentes ferramentas de predicao in silico e
bases de dados populacionais como por exemplo a probabilidade de dano a
sequéncia de proteina com base nos graus de distancia evolutiva entre 2
aminoacidos, medida pelo Align-GVGD e a probabilidade de criagdo de um sitio de
splicing com o uso das ferramentas SpliceSiteFinder, NNSplice e MaxEnt. Além
disso, para estimar o impacto de novas variantes ou de significancia incerta na

estrutura da proteina, também especificamos trés categorias de evidéncia (dados de
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frequéncia da populagcdo, dados do tipo e localizagdo da variante), conforme
recomendado por Harrison 2019. (HARRISON; BIESECKER; REHM, 2019)

Tabela 3.3. Terminologia proposta para mutagoes persistentes em LMA pés terapia

Termo Definigao

. ) " Anormalidades genéticas relacionadas & LMA detectaveis apos
Doenca Residual Mensuravel Genética (gDRM) rat ‘
ratamento.

Anormalidade genéticas somaticas nao relacionadas a LMA detectaveis
Hematopoiese Clonal (CH) apos tratamento, que podem ou n&o ter sido detectaveis na amostra do
diagnéstico original da LMA

Hematopoiese clonal de origem das células do doador de CTH,
detectada apds alo-TCTH para LMA.

CHIP derivado do doador

Evidéncia clinica e morfolégica de SMD, NMP, ou SMD/NMP em RC da
Neoplasia Mieléide Residual (NMR) LMA, com evidéncia de clonalidade compartilhada com alterages
genéticas somaticas da LMA de origem.

SMD, NMP, SMD/NMP com anormalidades genéticas inteiramente
Nova neoplasia mieléide clonalmente nédo relacionada a LMA diferentes da LMA prévia, consideradas como neoplasia mieldide
relacionada a terapia.

SMD, NMP, SMD/NMP de origem das células do doador de CTH, que se

Neoplasia Mieldide derivada do doador X
desenvolve ap6s alo-TCTH para LMA.

Mutagdo germinativa, presente tanto em amostras pré quanto pos
Mutagdo Germinativa terapia. Deve-se especificar se é de origem das células do doador no

contexto pds alo-TCTH.

> 5% blastos na MO apés a RC com pelo menos 1 anormalidade
LMA recidivada/refrataria genética somatica relacionada a LMA e/ou a HC compartilhada com a
LMA original.

> 20% blastos mieldides no SP ou na MO apés RC, na auséncia de
LMA nova clonalmente nao relacionada qualquer alteragdo genética somatica compartilhada com a LMA original.
Representando LMA relacionada a terapia.

> 20% blastos mieldides no SP ou na MO originadas das células do
LMA derivada do doador
doador de CTH, que se desenvolve apos o alo-TCTH para LMA.

FONTE: traduzido de (HASSERJIAN et al., 2020).

Ressalta-se que a analise por NGS realizada neste trabalho foi aplicada a
pacientes pré—-alo-TCTH, ou seja, pacientes previamente tratados. As mutacgdes
detectadas foram classificadas em 2 subtipos: anormalidades genéticas
relacionadas a LMA, e mutagdes do tipo hematopoese clonal como sinonimia, na
tabela, o termo anormalidades genéticas ndo relacionadas a LMA. A terminologia
utilizada foi proposta por Hasserjian e colegas e publicada na Blood em 2020. A

tabela 3.3 descreve a terminologia utilizada.
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3.7. Desfechos de Interesse

Os principais desfechos analisados no presente estudo foram o6bito e recidiva,
aplicados para o calculo da sobrevida global, incidéncia cumulativa de sobrevida,
sobrevida livre de recidiva e mortalidade n&o relacionada a recidiva.

O tempo para sobrevida global foi calculado da data do DO (dia da infusdo de
células tronco hematopoiéticas) do transplante até a data do 6bito ou do ultimo
seguimento.

O tempo para sobrevida livre de recidiva foi calculado da data do DO do
transplante até a data da documentagéo da recidiva por hemograma, mielograma ou

bidépsia, em caso de recidiva extramedular.

3.8. Analise Estatistica

Caracteristicas de base da populacado estratificadas por disponibilidade de
exame molecular foram apresentadas em forma de numero e percentual (para
variaveis categéricas), mediana e intervalo ou média e desvio-padrao (variaveis
continuas, conforme apropriado). Essas variaveis foram comparadas pelo teste do
chi-quadrado ou teste exato de Fisher, pelo teste de Mann-Whitey ou pelo teste t de

Student, respectivamente.

Comparagdes entre variaveis continuas com trés ou mais categorias foram

feitas pelo teste de Kruskal-Wallis.

A sobrevida global e a sobrevida livre de recidiva foram estimadas pelo
método de (Kaplan-Meier e comparadas pelo teste do logrank. As incidéncias
acumuladas (recidiva e mortalidade nao-relacionada a recidiva) foram estimadas e

comparadas pelo método de Gray.

As analises multivariadas foram realizadas por modelos de Cox. Os
pressupostos do modelos de Cox foram checados através de analise dos residuos
(Schoenfeld para nao-proporcionalidade de riscos e Martingale para linearidade).
Consideramos estatisticamente significativo, um p-valor menor que 0,05, bicaudal.

As analises foram realizadas no programa R, verséo 4.0.2.

3.9. Aspectos Eticos

Ao todo, 63 pacientes preencheram todos os critérios de inclusdo e exclusao
do estudo. Os pacientes que se encontravam vivos, concordaram com a participacao
no estudo, assinando o TCLE. Para os pacientes que se enquadravam no item V.8

da resolugcdo CNS 46612, nao foi possivel a obtengédo do TCLE, sendo justificado ao

37



CEP a auséncia do termo, garantindo a manutengao do sigilo e confidencialidade
dos pacientes incluidos nesta pesquisa. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo
comité de FEtica em pesquisa do INCA, sob o nimero de registro CAAE
79692717.3.0000.5274 e parecer numero 2.443.323.

4. Resultados

4.1. Casuistica

Todas as amostras de MO ou S.P dos pacientes incluidos neste estudo foram
obtidas antes do inicio do condicionamento do alo-TCTH. Estas foram as amostras
que contribuiram para as analises de perfil genbémico. Em 3 pacientes, selecionados
apos os resultados iniciais, além das amostras pré condicionamento amostras do
diagnostico e do pos alo-TCTH foram sequenciadas para analise de evolugao clonal
longitudinal . Um numero maior de analises seriadas ndo pode ser realizado por
limitagdo do numero de testes NGS disponiveis.

Um total de 63 pacientes referidos ao Centro de Transplante de Medula
Ossea (CEMO-INCA), no periodo entre 2010 e 2017, preencheram os critérios de
inclusdo desse trabalho e foram selecionados para estudo. A figura 4.1 apresenta os
pacientes conforme o tipo de analise realizada para a obtencéo de desfecho clinico,
padrdao gendmico e analise gendmica longitudinal de amostras seriadas. Vinte e
quatro pacientes foram excluidos da analise por NGS devido a qualidade da amostra

bioldgica (material insuficiente para preparagao da biblioteca).

Perfil Clinico
Sem amostras de DNA adequadas para o NGS.

Perfil Genémico

Amostras obtidas antes do inicio do regime de condicionamento do TMO
(33 - status RC; 3 - status diagndstico; 3 - status recidiva)

24 36 3

Casos Longitudinais

2 pacientes com TP53

Sequenciamento da recidiva pés TCTH comparado com a amostra pré TCTH

1 paciente:

Amostra do diagnéstico, da recidiva pés TCTH e da progresséo final da doenga
comparadas a amostra pré TCTH

n=63

Figura 4.1. Desenho representativo da coorte total, coorte genémica e casos

longitudinais.
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Os dados clinicos, laboratoriais, demograficos e relativos ao alo-TCTH dos 63

pacientes sao apresentados nas Tabelas 4.1 € 4.2.
4.2. Achados Clinicos e Laboratoriais

A Tabela 4.1. mostra a distribuicdo das principais caracteristicas clinicas e
demograficas dos 63 pacientes da coorte. A maioria da coorte (n=45, 71%) era
constituida de pacientes inicialmente tratados em outras instituicbes e referidos ao
CEMO-INCA apenas para a realizagao do transplante alogénico e, portanto, muitos
dos dados iniciais relativos a doenga, se encontravam indisponiveis como
evidenciado na tabela 4.1.

A mediana de idade foi de 46 anos (18-65), com prevaléncia discreta de
pacientes do sexo feminino (56%). Baseado no critério da OMS para a classificacao
da LMA os casos foram classificados como LMA de novo (n=35, 56%) e LMA
secundaria (n=22, 36%), nesse grupo apenas um paciente com LMA secundaria a
tratamento sendo o restante dos pacientes portadores de LMA secundaria a
mielodisplasia (n=21). Desses, a maioria (62%) apresentavam diagndstico prévio de
sindrome mielodisplasica (9/21) ou alteragdes citogenéticas descritas pela OMS
como suficientes para o diagnostico de LMA com alteragdes relacionadas a
mielodisplasia (4/21).

Quanto ao risco citogenético aferido ao diagnéstico, pacientes foram
estratificados em trés grupos de progndstico favoravel, intermediario e adverso de
acordo com a presenga, tipo ou auséncia de alteragbes citogenéticas. Seis pacientes
(10%) apresentavam translocagdes recorrentes de prognostico favoravel [t(8;21) ou
inv(16)], nenhum destes foi transplantado em primeira remissao completa. Metade
dos pacientes (n=32) apresentavam risco citogenético intermediario. Desses,
aproximadamente 70% (22/32) apresentavam cariétipo normal, 12% (4/32) trissomia
do 8, e o restante alteragbes citogenéticas nao recorrentes e, portanto, nao
classificaveis em relagdo ao risco favoravel ou desfavoravel pela OMS. Nove
pacientes (14%) foram classificados no grupo de risco citogenético desfavoravel
devido a apresentacdo de cariotipo complexo (n=1), cariétipo complexo e
monossdmico (n=2), caridétipo monossémico (n=4), #(3;3) (n=1) ou rearranjo raro
envolvendo o gene KMT2A (n=1).

Nenhum dos pacientes da coorte realizou pesquisa molecular para CEBPA,
RUNX1, TP53 ou ASXL1 ao diagndstico. Em virtude da auséncia de dados com

relacdo a estas alteragdes genéticas, muitos pacientes ndo puderam ser
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categorizados de acordo com a classificagdgo da OMS 2016 tdo pouco foram
submetidos a estratificacdo de risco da ELN 2017. Os pacientes que puderam ser
classificados, o foram, com base nos dados de citogenética convencional e/ou
pesquisa molecular para BCR-ABL, CBFb-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, NPM1 e
FLT3-ITD quando disponiveis. Devido a indisponibilidade de dados em mais de 2/3
dos pacientes, os dados relativos a classificagao FAB, OMS e ELN2017 n&o foram
apresentados da tabela 4.1.

A mediana de tempo entre a data do diagndstico e o DO do alo-TCTH foi de
407 dias (intervalo interquartil: 216, 644 dias) e a avaliagao do estado da doenga no
pré- transplante mostrou que 41% (26/63) dos pacientes realizaram o procedimento
em primeira remissdo completa (RC1), 38% (24/63) em segunda ou terceira
remissao completa (RC2+) e 21% (13/63) com a doenga ativa. Apenas uma paciente
(caso 4 - tabela suplementar 1), inicialmente indicada para realizagao do transplante
por mielodisplasia, evoluiu para LMA 13 dias antes da realizacdo do mesmo e nao
realizou nenhuma terapia prévia ao transplante. Todos os 62 pacientes restantes
receberam uma ou mais linhas de tratamento com quimioterapia convencional antes
do transplante, sendo, para todos, o primeiro transplante realizado.

Dos pacientes que se encontravam em RC na avaliagdo pré transplante
(n=50), 68% tinham resultado da citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) da
medula o&ssea disponivel e foram classificados, quanto a doenca residual
mensuravel (DRM), em DRM+, 24%(15/63) ou DRM- 30% (19/63).

Outro dado da avaliacao laboratorial pré-transplante coletado foi o nivel sérico
de ferritina, utilizado de rotina como indicador de deficiéncia ou sobrecarga de ferro,
mostrando mediana de 1553.5 (12 — 10492.0) e intervalo interquartil de 1058.2 e
2582.2. Previamente relatado com implicancia no risco de doenca hepatica
venooclusiva. (MARADEI et al., 2009)

Todos os pacientes com avaliacdo na escala de performance ECOG

documentada em prontuario apresentavam pontuacéo 0 ou 1.
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Tabela 4.1. Caracteristicas clinicas, laboratoriais e demograficas dos pacientes

Caracteristica

Perfil Clinico

Perfil Genémico

n total=63 (100%) n=24 (100%) n=39 (100%) p
Idade ao transplante (anos) 0,18
Mediana (intervalo) 46 (18-65) 42 (23-49) 47(34-53)
Sexo Masculino 29 (46%) 15 (62,5%) 14 (35,9%) 0,04
Feminino 34 (54%) 9 (37,5%) 25 (64,1%)
Diagnéstico De novo 35 (56%) 13 (54,2%) 22 (56,4%) 0,73
Secundaria 22 (35 %) 9 (37,5%) 14 (35,9%)
Indisponivel 6 (9%) 2 (8,3%%) 3(7,7%)
LMA Secundaria (N= 22)
Terapia prévia (QT ou RXT) 1 (4%) - - -
SMD prévia 9 (41%)
Citogenética (OMS 2016) 4 (18%)
Morfologia 8 (36%)
Risco Citogenético ao Dx 0,007
Baixo 6 (10%) 4 (16,7%) 2 (5,1%)
Intermediario 32 (51%) 6 (25%) 26 (66,7%)
Alto 9 (14%) 6 (25%) 3 (7,7%)
Indisponivel 16 (25%) 8 (33,3%) 8 (20,5%)
Tempo entre Dx-aloTCTH (dias) 0,63
Mediana (Intervalo) 407 (13-2597) 454 (215-748) 399 (253-547)
Estado da doenga alo-TCTH 0,78
RC1 36(41%) 9 (37,5%) 17 (43,6%)
RC2+ 24 (38%) 9 (37,5%) 15 (38,5%)
Doenca Ativa 13 (21%) 6 (25%) 7 (17,9%)
DRM CFM( n=50, em RC) Negativa 19 (38%) 4 (16,7%) 15 (38,5%) 0,11
Positiva 15 (30%) 8 (33,3%) 13 (33,3%)
Indisponivel 16 (32%) 12 (50%) 11 (28,2%)
Ferritina ng/mL 0,9

Mediana (Intervalo)

1553 (12-10492)

1436 (1104,2632)

1827 (1017, 2562)

PS alo-TCTH 0-2
3-4

Indisponivel

42 (66%)

21 (33%)

A Tabela 4.2 mostra a distribuicdo das principais caracteristicas relacionadas

ao transplante dos 63 pacientes da coorte.
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Setenta e um por cento da coorte recebeu um transplante alogénico
aparentado de irmao compativel HLA 6/6 (HLA A, B e DR). Os transplantes com
doador ndo aparentado representaram 18% dos casos, sendo 11% sem mismatch,
4% com mismatch HLA em 1 de 10 alelos avaliados (HLA A, B, C, DR e DQ), e 3%
com informacgao indisponivel. Seis pacientes (10%) receberam alo-TCTH de doador
haploidéntico.

A principal fonte de células tronco hematopoiéticas (CTH) utilizada foi medula
ossea (MO), em 72% (n=45) dos casos. Sangue periférico (SP) e sangue de cordao
umbilical (SCU) foram utilizados como fonte de CTH em 25% (n=16) e 3% (n=2), dos
casos, respectivamente. A quantidade de células CD34 infundidas teve mediana de
1,6 (0,43-6,07)x 10%/Kg de peso do receptor (média=2, desvio padréo de 1,6).

Quanto as caracteristicas do doador, a idade mediana foi de 41 anos (29-50),
o percentual de doadoras do sexo feminino que doaram CTH para receptores do
sexo masculino foi de 22% (n=14), apenas 4 casos de doador com sorologia para
citomegalovirus (CMV) negativo doando para receptores com sorologia CMV
negativa foram relatados.

Os principais regimes de condicionamento utilizados foram: bussulfano com
ciclofosfamida (n=37, 59%), bussulfano com fludarabina + TBI (n=14, 22%),
Ciclofosfamida com TBI (n=7, 11%). O condicionamento foi classificado em
mieloablativo (MAC) em 48 (76%) pacientes ou de intensidade reduzida em 15
(24%). A grande maioria dos pacientes (n=50, 79%) recebeu profilaxia contra
doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) com associacédo de metotrexato e
ciclosporina. A profilaxia de DECH nos transplantes haploidénticos (n=6, 10%) foi
realizada com ciclofosfamida pds, nos dias D+3 e D+4, associada com micofenolato
mofetil e ciclosporina ou tacrolimus.

A mediana de tempo para atingir a contagem absoluta de neutrdéfilos acima de
500/mm3, denominada na tabela 4.2 como recuperacido neutrofilica foi de 18 dias
(12-25). Trés pacientes faleceram antes de atingir a recuperagao neutrofilica, com 8
dias, 21 dias e 36 dias apos a infusdo de CTH, respectivamente.

Trinta e oito pacientes (60%) apresentaram DECH aguda documentada, que
em 76% (n=29) dos casos foi avaliada como graus | ou Il. Onze pacientes faleceram
antes de completar 100 dias da infusdo de CTH e foram excluidos da avaliagao de
DECH crénica. Dos pacientes avaliados, metade apresentou documentagdao de
DECH crénica (n=26, 41%), sendo em 11 pacientes avaliada como limitada e em 12

como extensa.
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Tabela 4.2. Caracteristicas relacionadas ao transplante alogénico

Caracteristicas Perfil Clinico Perfil Genémico
n total =63 (100%) n=24 n=33 p
Doador/Compatibilidade HLA 0,35
Aparentado 45(71%) 17 (70,8%) 28 (71,8%)
Nao aparentado sem MM 7 (11%) 3 (12,5%) 7 (17,9%)
N&o aparentado com MM 3 (4% ) 2 (8,3%) 4 (10,3%)
Haploidéntico 6 (10%) 2 (8,3%) 0
NAP (indisponivel) 2 (3%)
Fonte de CTH SP 16 (25%) 9 (37,5%) 8 (20,5%) 0,03
MO 45 (72%) 3(12,5%) 31 (79,5%)
SCU 2 (3% ) 2 (8,3%) 0
Numero CD34 x10%/Kg receptor 1,6 (0,43-6,07) 1,7 (1,3) 21(1,7) 0,38
Mediana (Intervalo) média (dp) média (dp)
Idade Doador Mediana (Intervalo) 41 (29 - 50) 38 (25, 50) 41 (35, 49) 0,24
Sexo Doador/Receptor Fem/Masc 14 (22%) - - -
Outros 49 (78%)
Incompatibilidade ABO  Sim 23 (37%) 13 (54,2%) 27 (69,2%) 0,2
Nao 40 (63%) 11 (45,8%) 12 (30,8%)
cMmv 0,05
Doador— /Receptor+ 4 (6%) 1 (4,2%) 4 (10,3%)
Outros 59 (84%) 23 (95,8%) 35 (89,7%)
Condicionamento  MAC 48 (76%) 19 (79,2%) 28 (71,8%) 0,85
RIC 15 (24%) 5(20,8%) 10 (25,6%)
Tempo recuperagao neutrofilica  (dias) - - -
Mediana (Intervalo) 18 (12-25)
DECH Aguda Sim 38 (60%) 7 (29,2%) 10 (25,6%) 0,9
Nao 17 (27%) 14 (58,3%) 24 (61,5%)
Indisponivel 8 (18%) 3(12,5%) 5(12,8%)
Grau DECH Aguda I/l (n-=38) 29 (76%) - - -
mnnv 17 (27%)
Indisponivel 3 (8%)
DECH Crénica Sim 26 (41%) 9 (37,5%) 17 (43,6%) 0,84
Néo 26 (41%) 11 (45,8%) 15 (38,5)
Indisponivel 11 (18%) 4 (16,7%) 7 (17,9%)
Grau DECH Crénica Limitada 11 (42%) - - -
Extensa 12 (46%)
Indisponivel 2 (12%)

4.3. Caracterizagdo Genomica por Painel NGS com 30 Genes
Trinta e nove dos 63 pacientes da coorte apresentavam pelo menos 1
amostra de DNA armazenado, coletada em algum momento antes do inicio da fase

de condicionamento pré-transplante e com material suficiente para realizagao
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adequada do sequenciamento genético por NGS. A mediana de tempo entre a
obtencdo da amostra e o DO do alo-TCTH foi de 57 dias (intervalo: 7-693 dias).
Trinta e trés amostras foram obtidas em pacientes submetidos a 1 ou 2 linhas
de tratamento prévias (excluindo um transplante), com o paciente em remissao
completa, com < 5% blastos na amostra. A mediana de tempo das amostras em RC
e 0 DO do alo-TCTH foi de 56 dias (intervalo interquartil: 23, 100). Trés amostras
foram obtidas ao diagnéstico da LMA e 3 amostras foram obtidas com doenga ativa,
no momento de uma recidiva pré alo-TCTH. Nao foi possivel avaliar a realizagéo ou
nao de tratamentos nem o tipo de tratamento realizado no periodo decorrido entre a
obtencdo da amostra e o alo-TCTH. Mas, em 15 dos 33 pacientes com amostras
obtidas na remissdo completa (45%), o status da doenga avaliado ao transplante

permaneceu como primeira remissao completa.

M RC pré TCTH (n=33) Diagnostico (n=3) Recidiva pré TCTH (n=3)

Figura 4.2. Distribuicdo das amostras por status da doenga no momento da coleta

Um painel NGS alvo-especifico foi utilizado como abordagem laboratorial
para a avaliacdo do estado mutacional de 30 marcadores génicos associados a
patogénese das neoplasias mieloides. Foram realizadas 11 corridas de
sequenciamento independentes, gerando, em média por corrida: (1) 40.000.000 de
leituras totais; (Il) fragmentos com tamanho médio de 150 pb; (lll) um minimo de
80% das leituras nas regides alvo do painel. A qualidade do sequenciamento foi
considerada 6tima quando: () Q30 > 80% , ou seja, admitindo-se 1 erro a cada
1000 bases sequenciadas; (Il) a média de cobertura por amostra >2000 vezes; (lII)
heterogeneidade de cobertura <1% (IV) 100% das regides alvo cobertas pelos
menos 1000 vezes. Os arquivos FASTQ de cada corrida foram utilizados como input

na plataforma da Sophia Genetics para alinhamento, e chamada de variantes.
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Foram considerados artefatos do sequenciamento, as variantes: (I) presentes
nas extremidades das leituras (ll) presentes apenas nas fitas Forward ou Reverse e
(1) contidas em regides homo poliméricas apds inspegao visual pelo IGV integrada
a chamada de variantes da plataforma de analise utilizada (Sophia Genetics).

Ao todo, foram encontradas 49 variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas, aqui referidas como mutagdes. Quando foi avaliada a frequéncia,
segundo os diferentes genes acometidos, as mutagdes nos genes de regulacao
epigenética foram as mais frequentes. Aproximadamente um quarto das mutacdes
(n=11/49) ocorreram nos genes DNMT3A, ASXL1 e TETZ2. Mutagcbes em DNMT3A e
TET2 normalmente persistem apds a terapia, enquanto muta¢gées no gene ASXL1
apresentam comportamento mais variavel podendo persistir ou desaparecer apos
terapia. A persisténcia de mutagdes em DNMT3A, TET2 e ASXL1 (DAT) em
pacientes com LMA em RC péds terapia, como € o caso desse estudo, nao esta
necessariamente associada a desfecho adverso. (HASSERJIAN et al., 2020)

As mutagcdes em DNMT3A (12%) foram as mais frequentes seguidas por
RUNX1 (10%), TET2 (8%) e WT1(8%). Nenhuma mutagédo em NPM1 foi identificada.
Trés mutagdes em FLT3 foram detectadas. Quanto ao subtipo de mutacgao, foi
observado que 70% eram do tipo missense, 16% frameshift, 10% localizadas em
sitio de splicing, 2% nonsense e 2% FLT3-ITD. A figura 4.3 apresenta a frequéncia e
a anotacao do tipo de mutagao. As anotagdes detalhadas em relagdo a posigao, ao
tipo, a frac&o alélica da variante (VAF) de cada paciente encontram-se na tabela 4.3.

Os painéis NGS estimam a carga de mutagdo usando a fragdo do alelo
variante (VAF), que € a fragao do total de alelos (alelos mutados + alelos selvagens)
com uma mutacao especifica. O valor da VAF de diferentes mutagdes corresponde
a genes com mutagdes persistentes pré-transplantes. O valor da VAF foi bastante
variavel quando consideradas para analise somente as VAFs superiores ao limite de
quantificacdo da técnica (>1.0). A dispersao das fragdes alélicas dessas mutagoes,

por gene, esta discriminada na Figura 4.4.
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Figura 4.3. Distribuicdo das variantes encontradas, por gene e por tipo de mutagao.
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Figura 4.4. Fracao Alélica das mutacdoes detectadas.
Os dados de distribuicdo das mutagdes com padrdao de comutagao por

paciente, sdo apresentados na tabela 4.3. As variantes foram classificadas pelo tipo

de mutagdo em missense, nonsense, frameshift ou mutagdo em sitio de splicing. Os
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genes pesquisados foram agrupados por categorias funcionais em genes
envolvidos: na metilagdo do DNA (DNMT3A, TETZ2, IDH e IDHZ2); em vias de
sinalizacao intracelular (FLT3, NRAS, KRAS, PTPN11, ABL1, CSF3R, JAK2, MPL,
CBL e KIT); modificadores da cromatina (ASXL1 e EZH?2); fatores de transcrigao
(CEBPA, RUNX1 e ETV6); supressores tumorais (TP53 e WT1); mecanismo de
edicdo do RNA-spliceossoma (SETBP1, SF3B1, SRSF2, ZRSR2 e UZ2AF1);, e
Nucleofosmina 1 (NPM17). O risco citogenético do paciente ao diagndstico é

discriminado na parte superior da figura.

Figura 4.5. Padrao de comutagao por paciente. Cada coluna representa 1 paciente dos 39
que tiveram o sequenciamento por NGS realizado em 1 amostra pré aloTCTH. Na primeira linha
esta apresentado o risco citogenético ao diagnédstico, conforme a legenda: verde (favoravel),
laranja (intermediario), vermelho (desfavoravel) e em cinza os desconhecidos. Cada gene
mutado esta representado por um quadradinho colorido, e as cores diferentes, representam tipos
de mutagdes diferentes, conforme a legenda. Ao final da tabela, esta apresentado o niumero total
de genes mutados por paciente. No caso do paciente 4, o mesmo apresentava 2 mutagdes
diferentes em KRAS e em NRAS, além de 1 mutagdo em PTPN11 e SF3B1, de forma que o
numero total de genes plotados é de 4, porém o numero total de mutagdes € igual a 6. Da
mesma forma, o paciente 33 apresentava 2 mutagdes missense diferentes no gene FLT3. A

nomenclatura do tipo de mutagao foi mantida, sem tradugéo, em lingua inglesa.
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Figura 4.6. Distribuicdo comparativa das mutagdées por gene, com numero de

- DNMT3A 1
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- CEBPA 1
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mutagdes entre as amostras de pacientes com doenga em remissao (azul) e com

n pacientes/amostras (total) = 33 n pacientes/amostras (total) = 6

n pacientes com mutacdes = 19 n pacientes com mutagdes =6

n mutagdes = 33 n mutacdes = 16

mediana de mutacdes/paciente = 1 (0-3) mediana de mutacdes/paciente = 2,5 (1-6)

doenca ativa (rosa)

A analise comparativa do numero de mutagdes encontradas por gene das
amostras de pacientes que se encontravam em RC morfoldgica versus daquelas em
qgue os pacientes se encontravam com doenca ativa, é apresentada na figura 4.6. Na
figura 4.7 esta apresentada a analise comparativa do numero de mutagbes
encontradas por pacientes, também estratificada pelo estado da doenca no
momento da coleta da amostra (RC, Recidiva, Diagnédstico). Apesar do grupo ser
pequeno, pode-se observar que os pacientes que tiveram a amostra coletada com a
doenca em atividade (ao diagndéstico ou na recidiva) apresentavam mais mutacgoes;
o numero de mutacdes por paciente foi maior quando comparado aos pacientes com

amostra coletada em RC; o padrdo de genes acometidos por mutagdes também foi
diferente.
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Figura 4.7. Numero de mutagdes por paciente estratificado pelo estado da doenga no
momento da amostra. Abreviaturas: RC: remissao completa. Dx: Diagnéstico. REC:

recidiva.

Além do perfil mutacional o niumero de mutagbes por pacientes (n=39)
segundo status da doengca no momento da coleta da amostra foi analisado. Ao
comparar a frequéncia de mutagcdes em pacientes em RC versus aqueles em que as
amostras foram avaliadas ao diagndstico ou na recidiva observou-se que dentre os
casos em RC pre alo-TCTH mutagdes sao menos frequentes (33/39, 84%) do que
as amostras do diagnéstico (3/39, 8%) e da recidiva (3/39, 8%). Figura 4.7.

A tabela 4.3 lista todas as variantes encontradas e consideradas, para fins de
analise descritiva e estatistica, como patogénicas ou possivelmente patogénicas. Em
destaque estdo as variantes novas nado encontradas na literatura ou em bases de
dados somaticas (COSMIC) ou germinativas (CLINVAR). Essas foram analisadas
com mais detalhes em fungdo da frequéncia populacional e ferramentas in silico
como discutido na metodologia. A descricdo e as ferramentas utilizadas para a
classificagdo das novas variantes, em sua maioria missense, € apresentada na
Tabela 4.4. Da mesma forma, os dados clinicos, laboratoriais e gendémicos

completos de cada um dos 39 pacientes analisados por NGS (tabela suplementar 1).
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Tabela 4.3. Listagem de todas as variantes com informag6es da localizagdo no DNA codificante, consequéncia na modificagdo da proteina, e nimero de
identificagdo nas bases de dados COSMIC e dbSNP, quando existente

4 SF3B1 NM_012433/3:c.2098A>G p.(Lys700Glu) 49 SNV Missense rs559063155 -
4 NRAS NM_002524/4:c.38G>A p.(Gly13Asp) 24.1 SNV Missense rs121434596 -
4 NRAS NM_002524/4:c.35G>A p.(Gly12Asp) 241 SNV Missense rs121913237 -
4 KRAS NM_004985:¢.34G>T p.(Gly12Cys) 4.1 SNV Missense rs121913530 -
4 KRAS NM_004985:¢c.35G>T p.(Gly12Val) 23 SNV Missense rs121913529 -
4 PTPN11 NM_002834/4:c.181G>T p.(Asp61Tyr) D61Y 1 SNV Missense rs397507510 COSM13011

NM_004119:c.1793_1794insGCTCAGA  p.(Glu598_tyr599ins

6 FLT3 GAATATGA LeuARgGLUTyrClu) 3.2 Dup. In Tandem FLT3ITD - -
8 wrT1 NM_001198551/1:¢.412T>C p'((:()g;:g'%rg)/ 49.6 SNV Missense rs142059681 COSM21416

9 JAK2 NM_004972/3:c.701G>A p.(Arg234His) 50.2 SNV Missense - COSM3907516
1 TET2 NM_001127208/2:¢c.4106C>T p.(Ser1369Leu) 5.5 SNV Missense - COSM447197
1 TP53 NM_000546/5:c.536A>G p.(His179Arg) 5.3 SNV Missense rs1057519991 COSM10889

14 EZH2 NM_004456/4:¢.553G>C p.(Asp185His) 50.1 SNV Missense rs2302427 COSM 3762469

15 IDH1 NM_0058963:c.394C>G P-(Arg132Gly 32.2 SNV Missense rs121913499 y
(R132G))

15 DNMT3A NM_022552/4:c.2645G>A p.(ggssgﬁgys 31.7 SNV Missense rs147001633 .

15 RUNX1 NM_001754/4:¢.958C>T p.(Arg320%) 29.7 SNV Nonsense y .

17 U2AF1 NM_006758/2:c.101C>T p.(Ser34Phe (S34F)) 33.6 SNV Missense rs371769427 COSM166866

18 PTPN11 NM_002834/4:c.226G>A p.(Glu76Lys (E76K)) 2.9 SNV Missense = COSM13000

30 RUNX1 NM_001754/4:c.167T>C p.(Leu56Ser) 49.3 SNV Missense rs111527738 COSM24756
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30 TET2 NM_001127208/2:¢c.4043A>G p.(GIn1348Arg) 6 SNV Missense - COSM6498492
. FLT3TKD
33 FLT3 NM_004119/2:¢.2503G>T p.(Asp835Tyr) 30.9 (D835Y) FLT3TKD (D835Y) rs121913488 COSM783
33 FLT3 NM_004119/2:¢c.2504A>T p.(Asp835Val) 54 FLT3TKD FLT3TKD rs121909646 COSM784
. o Insergéo .
35 wT1 NM_024426/4:c.1129_1135dup p.(Val379Aspfs*8) 10.6 S Frameshift - COSM27297
(Duplicagao)
35 PTPN11 NM_002834/4:c.214G>A p.Ala72Thr 5.9 SNV Missense rs121918453 -
35 TP53 NM_000546/5:c.646G>A p.Val216Met 1.4 SNV Missense rs730882025 COSM10667
38 ABL1 NM_005157/5:c.589G>A p.Glu197Lys 50.4 SNV Missense - -
38 KRAS NM_004985/4:c.64C>A p.GIn22Lys 16.4 SNV Missense rs121913236 COSM543
40 TET2 NM_017628/4:¢.2599T>C p.Tyr867His (Y867H) 49.6 SNV Missense rs144386291 COSM327337

54 RUNX1 NM_001754/4:¢.319C>T p.Arg107Cys 12.3 SNV Missense - COSM24736

Insergéo

(Duplicagao) Missense . )

60 SRSF2 NM_003016/4:c.281_283dup p.Arg94dup 40

61 KIT NM_000222/2:c.1588G>A p.Val530lle 50.2 SNV Missense rs72550822 COSM1155
61 RUNX1 NM_001754/4:c.167T>C p.Ley56Ser 49.9 SNV Missense rs111527738 COSM24756
62 DNMT3A NM_022552/4:c.2644C>T p'?;%%gzcc;ys 9.6 SNV Missense rs377577594 COSM53042
62 TET2 NM_017628/4:c.2599T>C p.Tyr867His 1.2 SNV Missense rs144386291 COSM327337
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Tabela 4.4. Critérios utilizados para discriminagcao de variantes novas, catalogadas segundo a alteracao no DNA

codificante, a consequéncia proteica prevista e as informagoes das plataformas de predi¢gao de alteragao deletéria.

PLATAFORMA DE AVALIAGAO -

ID NOVA VARIANTE PLATAFORMA DE AVALIAGAO - SNV INFORMAGAO ADICIONAL
Mutati Grantha .
Gene Transcrito/Variante Proteina on RIS SIFT NNSPLICE  mdist Align gnomAD Alamute
; 6,4) GVGD
Taster (5;215)
60 ASXL1 NM_015338/5:c.3073_3074del p.Lys1025Glyrfs*8 - - - - - - -
48 CEBPA NM_004364/4:c.367_368del p.GlySerfs*46 = = = = = = =
58 CEBPA NM_04364/4:c.411_412ins145 p.Tyr138Profs*80 - - - - - - -
Localizada do sitio de splice doador
doint 15.A éncia ndo é
11 DNMT3A NM_022552:¢.1851+1G>A p.(2) ; - ; -100% ; g 0.0016% -0 'Miron 2>.Aconsequenciando €
previsivel, mas uma perda do exon
15 é muito provavel.
Disease Highly
14 DNMT3A NM_022552:¢c.1945G>A p.(Vale49Met) Causing Conserved Deleterius -16.50% 21 co -
(1) (5,77)
40 DNMT3A NM_022552/4:¢c.1339_1348del p.Alad47Hisfs*201 - - - - - - -
Disease Highly
41 DNMT3A NM_022552/4:c.884T>A p.Leu295GIn Causing Conserved Deleterius - 113 C65 -
(1) (4,48)
A éncia ndo é isivel
16 ETV6  NM_001987/4:c.163+4_163+7del p.(?) ; - ; -100% ; - - CONSEQUENCIA NIO € previsivelmas
uma perda do exon 2 é possivel.
Altera o sitio de splice aceptor do
7.A éncia ndo é
18 ETV6  NM_001987/4:c.1153-1_1165del p.(?) - - - -100% - - - exon 7. A consequencia ndo
previsivel, mas uma perda so exon 7
é muito provavel.
Disease L.
. . Afeta o exon 12, no dominio
8 JAK2 NM_004972/3:c.1544A>T p.(Asn515lle) Causing 4.32 Deleterius - 149 co - . :
tirosina kinase
(1)
A consequéncia ndo é previsivel mas
60 RUNX1 NM_001754/4:c.967+2_967+5del p.? - - - -100% - - - uma perda do exon 3 é muito

provavel.
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1 2:c.1 1 i i
a4 SETBP1 NN Ao 0 S(0B2L p.Asp353Val - - Highly Deleterius 152 C35
nsTC Conserved
. 169Argfs*
6 W1 NM_001198551/1:c.504del PS¢ i; rgfse ; - . . )
63 wr1 NM_024426/4:c.1141_1144dup  p.Ala382Valfs*4 - - - - - -
Disease Weakly Hichl
41 ZRSR2 NM_005089/3:¢c.646A>T p.Arg216Trp Causing  Conserved Consger\\//e d Deleterius 111 C65
(1) (1,09)
55 ZRSR2 NM_005089/3:c.115_116del p.Asp39Leufs*15 - - - - - -
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4.4. Correlagao Clinico-Molecular com Desfechos

Com uma mediana de seguimento de 6 anos (2,2 — 10,0), a sobrevida global
da coorte em 5 anos foi de 41,4% (IC95 30,6 — 56,1%). A incidéncia acumulada de
recidiva em 5 anos foi de 27,0% (IC95 18,0-40,5%) e a mortalidade nao-relacionada
a recidiva de 31,2% (IC 21,4-45,6%), levando a uma sobrevida livre de recidiva de
41,8% (1C95 31,0-56,4%).
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Figura 4.8. Curvas de Kaplan-Meier A) Sobrevida global em 5 anos. B) Incidéncia
acumulada de recidiva. C) Sobrevida livre de recidiva em 5 anos. D) Mortalidade nao
relacionada a recidiva. Abreviaturas: Overall survival (do inglés sobrevida global), Relapse
Incidence (do inglés, incidéncia acumulada de recidiva), Relapse free survival (do inglés,
sobrevida livre de recidiva), Non-relapse mortality (do inglés, mortalidade nao relacionada a

recidiva), years (do inglés, anos).
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4.4.1. Sobrevida Global

Ao todo, 36 pacientes faleceram no periodo de acompanhamento de janeiro
de 2010 a janeiro de 2020. A principal causa de o6bito foi LMA recidivada/refrataria
em 47% (n=17) dos casos, seguida por infecgao (n=10, 28%), DECH (n=3, 8%),
hemorragia (n=2, 5%), doenga venooclusiva hepatica - VOD (n=1, 3%), dentre
outras (colecistite aguda n=1, 3% e causas desconhecidas n=2, 5%). A distribuicdo
das causas de oObito esta representada na figura 4.8.A. Na figura 4.8.B, as causas de
Obitos foram discriminadas por periodo de ocorréncia apos o transplante e mostra
que 30% (n=11) do oébitos totais ocorreram no periodo compreendido entre o DO e o
D+100 (<100 dias) apos alo-TCTH, enquanto 70% (n=25) ocorreram apés o D+100
(>100 dias). No periodo <100 dias, a principal causa de 6ébito foi infecgdo em 45%
(n=5) dos casos, seguida por hemorragia (n=2, 18%), LMA R/R (n=1, 9%), DECH
(n=1, 9%) e outros (n=1, 9%). A causa de 6bito classificada como "outros" foi uma
colecistite aguda alitiasica complicada. No periodo >100 dias, 64% (n=16) dos
obitos se deveram a LMA R/R, 20% (n=5) a infec¢do, 8% (n=2) a DECH e 8% (n=2)

a causas desconhecidas.

Causas de obito (n=36)

|

B LMAR/R M infecgio DECH VOD M Hemorragia M Outros W Desconhecido

Figura 4.9. Distribuicao percentual das causas de 6bito total.
Abreviacbes: LMA R/R: LMA recidivada/refrataria. VOD: doenga venooclusiva

hepatica (do inglés veno-oclusive disease).

Na analise univariada para sobrevida global, foram testadas todas as
caracteristicas relativas aos pacientes e ao transplante apresentadas nas tabelas
4.1 e 4.2. Na tabela 4.5, estdo apresentadas as variaveis que demonstraram impacto

no risco de morte com p valor abaixo de 0,1 além de todas as variaveis potenciais
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confundidoras com HR <0,61 ou >1,65, valores que representam valores de B -0,5

e + 0,5, respectivamente.
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M LMA R/R Infeccéo DECH voD M Hemorragia M outros M Desconhecido

Figura 4.10. Causas de 6bito por periodo.
Abreviaturas: <100 dias, compreende o periodo do DO ao D+100. >100 dias: compreende o

periodo apés o D+100. LMA R/R: LMA recidivada/refrataria. VOD: doenga venooclusiva.

As variaveis tempo entre o diagndstico e alo-TCTH >365 dias e estado da
doenca na avaliacdo pré-transplante de doenca ativa ou RC DRM+ aumentaram o
risco de mortalidade global significativamente, mais de 2 vezes, com HR de 2,08 (IC
95% 1,04-4,18) e 2,32 (IC 1,02-5,25) respectivamente, com p semelhante, de 0,04.
As variaveis idade (como variavel continua ou categorizada em > ou <60 anos),
sexo, tipo de LMA, compatibilidade HLA, fonte de CTH, sexo do doador, idade do
doador, compatibilidade ABO, numero de células CD34, tipo de condicionamento e
DECH aguda ou crbnica, ndo se correlacionaram de forma estatisticamente
significativa com maior risco de morte. O achado de HR “protetor” para DECH
crénica provavelmente se deve ao viés de selecido, nao tendo sido considerado nas

analises.

Além destas andlises, categorizamos as datas de realizagdo do transplante
em antes ou depois de 2015, para avaliar possivel correlagao entre os diferentes
periodos com o risco de morte, porém nao foi encontrada relagcao estatisticamente

significativa.
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Tabela 4.5. Resultados da analise univariada para as caracteristicas clinicas e a

sobrevida global

Variavel HR IC 95% P
Tempo Dx — alo-TCTH > 365 dias 2.08 1,04-4,18 0.04
Risco Citogenético
Favoravel Ref Ref Ref
Intermediario 1.22 0,36-4,14 0,75
Desfavoravel 1.90 0,05-7,15 0,34
Ferritina > 550 5,88 0,80-43.0 0.08

Doador/Compatibilidade HLA

Aparentado ref ref

NAP 1.74 0,75-4,07 0,20

Haploidéntico 1,26 0,38-4,19 0,70

SCuU 0,99 0,13-7,32 0,99
Doenga Ativa x RC (RC1 ou RC2+) 2.45 0.96-6.25 0.06
RC DRM+ x DRM - 2.21 0.89-5.51 0.08
Doenga ativa ou RC DRM+ x RC DRM - 2.32 1.02-5.25 0.04
DECH cronica 0,22 0,09 - 0,51 0,0004

A anadlise multivariada por modelo de Cox para sobrevida global encontra-se
na tabela 4.6. Identificamos como fatores de risco as variaveis: tempo entre
diagnostico e alo-TCTH >365 dias com HR 2,70 (IC95 1,28-5,74, p 0,009), RC
DRM+ ou doenga ativa (comparada com RC DRM-) com HR 2,46 (IC95 1,07-5,66, p
0,03) e risco citogenético desfavoravel ao diagndstico com HR 4,2 (IC95 1,05-16,8, p
0,04).

Tabela 4.6. Analise multivariada para sobrevida global com dados do perfil clinico.

Variavel HR IC 95% p
RC DRM+ ou Doenga ativa x RC DRM- 2,46 1,07-5,66 0,03
Tempo entre Diagnéstico
2,70 1,28-5,74 0,009

e aloTCTH > 365 x <365 dias
Risco citogenético

Favoravel Ref Ref Ref

Intermediario 2,10 0,60-7,46 0,24

Desfavoravel 4,20 1,05-16,8 0,04

O estado da doenca ativa ou de RC DRM+ foi avaliado também pelas curvas

de Kaplan-Meier para avaliagao da sobrevida livre de recidiva (SLR), mostradas na
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Relapse-free survival

figura 4.11A. Na figura 4.11B, as SLR dos subgrupos doenga ativa e CR DRM+

foram agrupadas.
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Figura 4.11. Sobrevida livre de recidiva entre os diferentes grupos de estado de
doenga ao transplante. CR, MRD~ (remissédo completa com doenca residual
mensuravel negativa por citometria de fluxo). CR, MRD+ (remissdo completa com

doenca residual mensuravel positiva por CF). Active disease (doenca ativa).
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Figura 4.12. Box plot com a representagdao da mediana e variagao do tempo
Dx-alo-TCTH nos diferentes subgrupos de estado de doenga ao transplante.
Abreviaturas: RC1: primeira remissdo completa. RC2+: segunda remissao completa

ou posterior. Ativa: doenga ativa.
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A associagao do tempo entre diagnostico e alo-TCTH com o estado da
doenca pré-transplante (RC1, RC2+ ou doenca ativa) foi analisada por meio do teste
de KrusKal-Wallis, mostrando medianas de tempo diferentes e significativamente

menores para os pacientes em RC1, conforme pode ser observado na figura 4.12.

4.4.2. Mortalidade nao relacionada a recidiva

O numero de oObitos ndo relacionados a recidiva nesta coorte foi de 19. A
analise univariada entre as caracteristicas clinicas e o risco de morte nao
relacionada a recidiva (TRM) é mostrada na tabela 4.7. Os principais parametros
com significancia estatistica foram: tempo entre o diagnéstico da LMA e o alo-TCTH
> 365 dias (HR 2,5, 1C95 0,96-6,55, p 0,062), os tipos de doador ndo-aparentado
(HR 4,14, 1C95 1,6-10,74, p 0,003) e haploidéntico (HR 3,96 IC95 0,94-16,7, p 0,06),

a incompatibilidade ABO e a presenga de mismatch HLA.

Tabela 4.7. Analise univariada da mortalidade nao relacionada a recidiva.

Variavel HR IC 95% p
Idade ao transplante 1.01 0.97-1.04 0.69
Sexo 0.98 0.41-2.33 0.96
Tempo Dx- aloTCTH >365 dias 2.50 0.96-6.55 0.06
LMA De novo x Secundaria 0.81 0.34-1.95 0.64
Risco Citogenético Intermediario 1.96 0.25-15.63 0.53
Risco Citogenético Desfavoravel 3.70 0.45-30.64 0.23
NAP 4.14 1.6-10.74 0.003
HAPLO 3.96 0.94-16.7 0.06
SCuU 2.66 0.43-16.33 0.29
Condicionamento RIC x MAC 0.94 0.32-2.81 0.92
Ferritina >550 1.70 0.23-12.86 0.60
Idade Doador (cada acréscimo de 10 anos) 0.93 0.72-1.21 0.60
Fonte MO x SP ou SCU 0.59 0.24-1.44 0.25
Incompatibilidade ABO 3.42 1.37-8.51 0.008
HLA com MM 3.07 1.22-7.74 0.01
RC DRM+ x RC DRM- 0.92 0.26-3.22 0.89
Doenca Ativa x RC (RC1 ou RC2+) 1.29 0.43-3.87 0.65
Numero de células CD 34x 10%/Kg receptor 1.01 0.82-1.26 0.90
GVHD agudo 0.78 0.27-2.24 0.64
GVHD crénico 1.59 0.61-4.12 0.34
Alo-TCTH depois >2015 0.64 0.21-1.96 0.43
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Na analise multivariada da TRM, a presenca de incompatibilidade ABO, o tipo
de doador ndo aparentado, e o mismatch HLA (MM HLA) mostraram correlagéo
significativa com a TRM. A incompatibilidade ABO com HR de 2,97 (IC95 1,27-6,91,
p 0,01) e o transplante ndao aparentado com HR 3,77 (IC95 1,7-8,38, p 0,001). Os
transplantes com MM HLA (n=11) foram na quase totalidade os transplantes com
doador haploidéntico (n=6) ou de SCU (n=2), e aumentaram a TRM em 3,04 vezes
(1C95 1,65-5,58) com p 0,0003.

Tabela 4.8. Analise multivariada para Morte nao relacionada a recidiva.

Variavel HR IC 95% p
Incompatibilidade ABO 2,97 1,27-6,91 0,01
NAP (x ap) 3,77 1,70-8,38 0,001
Haplo (x ap) 1,23 0,29-5,28 0,78
SCU (x ap) 0,87 0,29-2,56 0,80
MM HLA 3,04 1,65-5,58 0,0003

4.4.3. Recidiva

Inicialmente foram avaliados apenas os parametros clinicos e do transplante
em toda a coorte (n=63 pacientes). No periodo de acompanhamento, 17 pacientes
evoluiram com recidiva e 6bito pela doenca. Na tabela 4.9, estdo apresentadas as
variaveis que demonstraram impacto no risco de recidiva com p abaixo de 0,1 além
de todas as variaveis potenciais confundidoras com HR <0,61 ou >1,65 e com
valores que representam um 3 de -0,5 e + 0,5. As variaveis idade, sexo, tipo de
LMA, risco citogenético, compatibilidade HLA, fonte de CTH, sexo do doador, idade
do doador, compatibilidade ABO, quantidade de CD34, tipo de condicionamento e
DECH aguda ou crbnica, ndo se correlacionaram de forma estatisticamente

significativa com maior risco de recidiva.

Tabela 4.9. Univariada das caracteristicas do perfil clinico com impacto em recidiva.

Variavel HR IC 95% P
Sexo 2.36 0.83-6.72 0.110
Fonte MO x SP ou SCU 3.39 0.77-14.82 0.110
RC DRM+ x RC DRM- 4.96 1.03-23.91 0.046
Doenca Ativa x RC DRM- 4.46 0.86-23.01 0.075
RC DRM+ ou D¢a Ativa x RC DRM- 4.74 1.06-21.2 0.042
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A analise multivariada foi realizada com as variaveis clinicas de maior impacto
medidas pelo HR. No modelo de Cox, a fonte de CTH de medula éssea aumentou
risco de recidiva em 4,29 vezes (IC95 0,95-11,4), quando comparado a fonte SP,
com p valor de 0,06. A presenca de DRM+ por CFM mostrou impacto com HR de
4,8 e p 0,05. A presenca de doenca ativa ao transplante apresentou o maior impacto
com p significativo, com HR de 7,62 (1C95 1,45-40,1) e p 0,02. .

Tabela 4.10. Analise multivariada para recidiva com caracteristicas clinicas.

Variavel HR IC 95% P
RC DRM+ X RC DRM- 4,80 1,00-23,2 0,05
Doencga ativa X RC 7,62 1,45-40,1 0,02
Fonte MO x SP 4,29 0,95-11,4 0,06

Para os 39 pacientes em que pudemos analisar o perfil genémico da doenga
em um momento pré-transplante, avaliamos o impacto das alteragdes genéticas no
risco de recidiva. Pois, o impacto biolégico esperado ocorre no aumento do risco da
recidiva da doenga. Por esse motivo, e por se tratar de uma coorte pequena, serao
demonstrados apenas os resultados das analises da correlacdo entre os dados

genbmicos com o desfecho recidiva apds alo-TCTH.

Tabela 4.11. Andlise univariada do risco de recidiva, por gene mutado, na coorte com NGS
(n=39).

HR 95%ClI p
ABL1 3.7 0.47-29.2 0.21
ASXL1 17 0.22-13.0 0.61
DNMT3A 1.96 0.54-7.12 0.31
ETV6 2.32 0.3-17.94 0.42
EZH2 2.63 0.34-20.27 0.35
FLT3_ITD 7.09 0.83-60.6 0.074
JAK2 1.41 0.18-10.8 0.74
KRAS 6.58 1.38-31.2 0.018
NRAS 18.49 1.68-203.9 0.017
PTPN11 3.29 0.72-15.0 0.12
RUNX1 0.52 0.07-3.97 0.53
SF3B1 18.49 1.68-203.9 0.017
TET2 5.11 1.38-18.92 0.015
TP53 1.2 2.23-56.27 0.0034
WT1 1.84 0.41-8.34 0.43
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Na analise univariada, as mutagées genéticas que demonstraram maior
aumento no risco de recidiva foram nos genes FLT3-ITD, KRAS, NRAS, SF3B1,
TET2 e TP53, com p significativo, ilustrado na tabela 4.11.

Trés modelos de Cox foram realizados para as analises multivariadas unindo
os dados clinicos e laboratoriais encontrados na coorte total (n=63) com os dados
gendmicos dos 39 pacientes com resultados do NGS.

O primeiro deles, inserindo a avaliagdo do impacto de se encontrar ou ndo a
presenca de mutagdes genéticas e analisando o numero de mutagdes por paciente
como uma variavel continua. Neste modelo, mesmo ajustando para o estado da
doenca ao transplante, a presenca de uma mutacdo aumentou o risco de recidiva
em 1,54 vezes (IC95 1-2,36 p 0,049). Cada mutacdo adicional, por paciente,
aumentou o risco nesta mesma magnitude, pois a variavel foi analisada como

variavel continua.

Tabela 4.12. Analise multivariada com fatores clinicos e a preseng¢a de uma ou

mais mutagao por paciente.

Variavel HR IC 95% P
RC DRM + 3,17 0,61-16,4 0,170
Doenga ativa 5,90 1,00-34,7 0,049
Fonte MO 2,03 0,43-9,47 0,370
NUmero de mutagoes * 1,54 1,00-2,36 0,049

*cada mutacdo adicional aumenta o risco em 1,54x, pois foi avaliado como variavel

continua.

O segundo modelo testado (tabela 4.13), foi avaliando a presenga ou
auséncia de mutagdes em genes encontrados na analise univariada como de maior
impacto negativo na taxa de recidiva nesta coorte, ou seja, todos os que
apresentaram HR elevado, com resultado de p valor menor do que 0,05 (FLT3-ITD,
NRAS, KRAS, TET2, SF3B1 e TP53). Neste modelo, ajustado pelo estado da
doenca ao transplante, a presenca de DRM+ por citometria de fluxo e a presenca
de mutagbes em pelo menos um dos genes FLT3-ITD, KRAS, NRAS ou TP53
mostraram aumento do risco de recidiva com significancia estatistica. A presenca de
mutacdo em um dos genes citados anteriormente mostrou uma interagado importante

com aumento da recidiva, com HR de 17,8 e p valor de 0,0025.
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Tabela 4.13. Anadlise multivariada com modelo dos genes de maior impacto

nesta coorte.

Variavel HR IC 95% o]
RC DRM + 6,69 1,70-42,0 0,04
Doenga ativa 413 0,67-25,3 0,13
Mutacao em
17.9 2,76-116 0,003

FLT3-ITD ou KRAS ou NRAS ou TP53

Por fim, o terceiro modelo de analise, considerando o grande numero de
amostras avaliadas com pacientes em remissao, foi a avaliagdo do impacto das
mutagbes nos principais genes envolvidos em hematopoiese clonal, chamados
conjuntamente de DTA (DNMT3A, TET2 e ASXL1). Nesta analise, incluimos tanto a
presenga ou auséncia da deteccdo de mutagdes em qualquer desses genes
especificos quanto a presenga de mais de uma mutacdo nesses genes por paciente.
Nesse modelo, vemos que n&do ha impacto significativo da presenca de mutagdes
DTA quando se ajusta para DRM por citometria de fluxo e doenga ativa. Observamos
um aumento no risco de recidiva na presenga de 2 ou mais mutagdes nestes genes,
com HR de 5,74 (IC 95 0,97-33,9) e p 0,05. A DRM por citometria de fluxo perde a
significancia estatistica quando ajustada pelas outras variaveis. Esse modelo foi
testado tanto os 39 pacientes com resultados moleculares quanto apenas nos 33
pacientes com estado de doenca RC no momento da coleta da amostra. Os
resultados foram semelhantes, sendo apresentado o resultado das amostras em RC,
n=33.

Tabela 4.14,. Analise multivariada com o modelo dos genes DTA, nas amostras

com estado de doenga RC no momento da coleta.

Variavel HR IC 95% p
Doenga ativa x RC (RC1 ou RC2+) 8,70 1,64-46,1 0,01
RC DRM+ x RC DRM- 2,41 0,41-14,0 0,33
Mutagado em “DTA” (Sim x Nao) 2,25 0,56-8.97 0,25
Mutacao em “DTA” (> 1 mutagao sim x nao) 5,74 0,97-33,9 0,05
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4.5. Estudo de Casos com Analises Longitudinais

Trés casos foram selecionados para avaliagéo longitudinal de evolugéo clonal
apés a realizagcdo das analises de amostras pré-transplantes. Dois pacientes
apresentavam mutagdes em TP53 detectavel na amostra pré transplante e
dispunham de amostra de DNA do momento da recidiva pds transplante e foram
escolhidos por este motivo.

O terceiro caso, foi selecionado para a analise longitudinal pela existéncia de
amostras seriadas do diagndstico até a recidiva e da posterior progressao de
doenga, também disponiveis eram os dados sobre o tratamento realizado. A seguir

segue a descrigdo dos 3 casos selecionados para a analise longitudinal.

4.5.1. Caso 11

Trata-se de paciente do sexo masculino, de 58 anos, que foi diagnosticado
com LMA em fevereiro de 2011. Nao havia informagao disponivel quanto ao subtipo
de LMA (De novo? Secundaria?), porém foi observado cariétipo normal ao
diagnostico. Recebeu quimioterapia de inducdo de remissdo com protocolo 7+3 e
atingiu remissdo completa da doenca.

Em julho de 2012, 512 dias ap6s o diagndstico, foi submetido a transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas. O estado da doenga foi avaliado no
D-7, antes do inicio do condicionamento, quando o paciente se encontrava em
primeira remissao completa com doenga residual minima negativa por citometria de

fluxo.

O paciente recebeu um enxerto com CTH da medula éssea, de um doador
aparentado, de 64 anos, do sexo masculino, sem disparidade HLA, ABO

compativel. As sorologias para CMV do receptor e doador, eram positivas.

O regime de condicionamento utilizado, de intensidade reduzida, foi com
Bussulfano e ciclofosfamida. A profilaxia da doenca enxerto contra o hospedeiro
(DECH) foi realizada com metotrexato e ciclosporina em doses habituais. O numero
de células CD34 positivas infundidas foi de 1,8 x 10° CD3/Kg. O tempo para a
recuperacao neutrofilica, com neutrdfilos sustentados acima de 500mm3, ocorreu no
D+19. O paciente n&do apresentou GVHD agudo nem crénico. O quimerismo,

avaliado no D+30, era misto (<95% de células de origem do doador).

A recidiva da LMA ocorreu no D+49 e o 6bito relacionado a doenga ocorreu
no D+68.
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A tabela 4.15 abaixo mostra as caracteristicas relacionadas as amostras
sequenciadas deste mesmo paciente, em 2 momentos diferentes. Momento 1, na
avaliagdo da medula 6ssea no D-7 do pré-transplante alogénico, antes do inicio do
condicionamento, quando se encontrava em RC1 com DRM- por citometria de fluxo
(sensibilidade 10°-10*). Momento 2, na avaliagdo da MO na recidiva da LMA, no
D+49 do transplante.

Tabela 4.15. Dados das amostras sequenciadas por NGS, do Caso 11.

%

Time point/ Mutacgoes Genes VAF Cariétipo
Blastos
status (n) (%)
(CF)

1= RC 0 3 TET2 5,5 46,XY

(pré TCTH) TP53 53
DNMT3A 1,4

2 = Recidiva 75 2 TET2 77,9 45,XY,t(2;3)(p21;929),-4,

(pés TCTH) TP53 80 dic(9;17)(q10;q10),del(10)(p12),+

mar[15]/ 46,XY[10]

100

Genes

w == DMNMT3A

=

= TETZ2
== TP53

HIC HI%E.}
Tempo
Fig 4.13. Caso 11. Evolugdo das mutagdes apds o transplante alogénico. No

momento da avaliacdo pré-transplante, apesar de se encontrar em primeira
remissao completa com DRM- por CF, mutagdes em TET2, TP53 e DNMT3A foram
detectadas, com VAF de 5,5%, 5,3% e 1,4%, respectivamente. Na recidiva, 49 dias
apoés o aloTCTH, o clone dominante apresentava as mesmas mutacdes em TP53 e
TET2 com VAF de 80% e 77,9% respectivamente e a mutagdo em DNMT3A nao foi

detectada.
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4.5.2. Caso 35
Uma paciente do sexo feminino, de 60 anos, foi diagnosticada com LMA
secundaria a mielodisplasia em julho/2014. A avaliagéo do cariétipo ao diagnéstico
era normal. Recebeu quimioterapia de indu¢cdo de remissao com protocolo 7+3 e

atingiu remissdo completa da doenca.

Foi submetida a Transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas em
janeiro de 2015. Duzentos e quatro dias apds o diagnostico. A avaliagdo do estado
da doenga, na medula 6ssea, 14 dias antes da infusdo de CTH foi recidiva, com 10%
de blastos detectados na MO por CFM .

A paciente recebeu um enxerto de sua irma, de 44 anos, com compatibilidade
HLA e ABO completas. As sorologias para CMV da receptora e doadora, eram

positivas.

A fonte de células tronco hematopoiéticas utilizada foi medula éssea. O
condicionamento de intensidade reduzida utilizado foi com Bussulfano e
Fludarabina. A profilaxia de doencga enxerto (DECH) foi realizada com metotrexato e
ciclosporina em doses habituais. O numero de células CD34 positivas infundidas foi
de 1,52 x 10/Kg do receptor. A recuperagao neutrofilica sustentada, com neutrofilos
acima de 500/mm? , ocorreu no D+23. A paciente apresentou DECH aguda de pele,
grau leve. Nao apresentou DECH crénica. O quimerismo no D+30 e no D+100 foi

avaliado como misto (<95% de células de origem do doador).

A recidiva da LMA ocorreu no D+174 e o 6bito relacionado a doenga ocorreu
no D+227.

A tabela 4.16 abaixo mostra as caracteristicas relacionadas as amostras
sequenciadas desta mesma paciente, em 2 momentos diferentes. Momento 1, na
avaliagdo da medula 6ssea no D-14  pré-transplante alogénico, quando se
encontrava em recidiva da doencga apds a terapia de primeira linha. Momento 2, na

avaliagdo da MO no momento da recidiva, no D+174 do transplante.

66



Tabela 4.16. Dados das amostras sequenciadas por NGS, do Caso 35.

Time point/ % Blastos Mutacoes Genes VAF Cariotipo
status (CF) (n) (%)

1 = Doenga 10 3 WT1 10,6 46,XX
ativa (pré PTPN11 5,9

alo-TCTH) TP53 1.4

2 = Recidiva 18 2 WT1 41,2 -

(p6s alo-TCTH)

100
75
Alo-TCTH
Genes
w50+ == PTPN11
<
= TPS3
-.= WT1
25 -
10 -
._
1 mm e e T s T e T T T T e e . — — — - -
T T
REC1 REC2

Figura 4.14. Caso 35. Evolugdo das mutagdes apds o transplante alogénico. No
momento da avaliagdo pré-transplante, a doencga estava ativa, com 10% de blastos
na MO. Foram detectadas muta¢cdes em WT1, PTPN11 e TP53 com VAF de 10,6%,
59% e 1,4% respectivamente. Na recidiva, 174 dias apdés o aloTCTH, o clone
dominante apresentava mutacdo em WT17 com VAF de 41,2% podendo indicar que
aproximadamente todos os blastos doentes apresentavam essa mutacdo somatica
em 1 alelo, visto que o percentual de células do receptor detectada na analise de
quimerismo era de 87% e sugere acometimento em heterozigose. As mutagbes em
PTPN11 e TP53 ndo foram detectadas na amostra 2.

67



4.5.3. Caso 40 (Evolugao Clonal do Diagnéstico a Recidiva poés

Transplante)

Uma paciente do sexo feminino, de 48 anos, foi diagnosticada com LMA
secundaria a mielodisplasia (por alteragcbes morfoldgicas sugestivas) em junho de
2017. O resultado do caridtipo ao diagnostico era 46,XX. Foi submetida a
quimioterapia de indugdo de remissdao com protocolo 7+3 e atingiu remissao

completa da doencga.

A paciente recebeu um alo-TCTH 154 dias apos o diagnédstico. O estado da
doenca no momento da avaliacdo clinica pré-transplante, foi documentado em

prontuario como primeira remissao completa.

Realizou um transplante aparentado, sem disparidade HLA, de doadora
aparentada, de 32 anos, sexo feminino, com incompatibilidade ABO maior. As

sorologias para CMV da receptora e doadora, eram positivas.

A fonte de células tronco hematopoiéticas utilizada foi medula éssea. O
condicionamento utilizado foi mieloablativo, com Bussulfano e ciclofosfamida. A
profilaxia de doenca enxerto (DECH) foi realizada com uso de metotrexato e
ciclosporina em doses habituais. O numero de células CD34 positivas infundidas foi
de 3,32 x 10%Kg. A recuperagdo neutrofilica com neutréfilos sustentados acima de
500/mm?® ocorreu no D+23. Nao apresentou DECH aguda nem crénica. O

quimerismo avaliado com VNTR no D+30, foi completo (100% de células do doador).

A recidiva da LMA ocorreu no D+125, com 6,1% de blastos detectaveis na
citometria de fluxo da MO. Foi iniciado tratamento com azacitidina a cada 4 semanas
por 5 ciclos e infusdes de linfocitos do doador aproximadamente a cada 6 semanas,
por 3 infusdes. A paciente evoluiu com progressao da doenga e o 6bito ocorreu no
D+322. .

A tabela 4.17 abaixo mostra as caracteristicas relacionadas as amostras
sequenciadas desta mesma paciente, em 4 momentos diferentes. Momento 1, ao
diagndstico. Momento 2, na primeira remissao completa apds a terapia inicial, 56
dias antes do aloTCTH. Momento 3, na documentagao da recidiva, 123 dias apds o
transplante. Momento 4 na progressao final da doenga apds terapia com azacitidina
e DLI.
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Tabela 4.17. Dados das amostras sequenciadas por NGS, do Caso 40.

Time point/ % Blastos (CF) Mutagées (n) Genes VAF (%) Cariotipo
Status
TET2 51,6
RUNX1 48,9
1 = Diagnéstico 90 5 wT1 16,9 46,XX i14
CBL 3,2
PTPN11
2=RC1 0 ) TET2 49,6
(pré alo-TCTH) DNMT3A 2,9
TET2 31,1
3=REC RUNX1 30,6
(p6s alo-TCTH) 61 3 wrT1 60,8 46, XX
CBL 26,6
TET2 49,2
~ RUNX1 48,4
4=FD 81 5 WT1 95,8 ;
(p6s alo-TCTH) CBL 453
FLT3 13,4

Ak v DU

Arquitetura clonal
Dia 0 Dia 98 Dia 279 Dia 361

Genes

-» CBL
DNMT3A
FLT3ITD

-» PTPN11
RUNX1
TET2

- WT1

W e [ RUNXi B wni W csL
B PTPNI [] DNMT3A B FLT3ITD

Figura 4.15. Caso 40. Evolugao temporal das mutagdes ao longo do tratamento,
desde o diagndstico. A) Ao diagndstico 5 mutagdes foram detectadas, o clone maior
constituido por TET2 e RUNX1. Um subclone maior contendo mutagdo em WTT7 e
pelo menos um menor contendo mutacdo em CBL e PTPN11, ou 2 menores com
essas mutacdes em clones diferentes. Na RC, ndo ha persisténcia residual das
mutacdes dos clones majoritarios em RUNX1 e WT1. Na recaida pés TCTH o clone
WT1 apresenta VAFs maiores do que 50% o que indica que pode ter havido perda
de heterozigosidade. A mutagdo em TETZ2 mantém VAF de aproximadamente 50%
em todas as aferi¢des, exceto na recidiva inicial quando havia presencga de células

do doador ainda em grande quantidade, demonstradas pelo quimerismo de 60%
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nessa ocasido. Na progressao final da doenga, apds tratamento com azacitidina e
DLI, surge um subclone FLT3-ITD. B) Inferéncia quanto a arquitetura clonal,
baseada nas fragdes alélicas (VAF) das mutagcées nos diferentes momentos de
avaliacao do tratamento. Os tratamentos realizados ao longo do tempo estado

indicados.

5. Discussao

O aspecto mais relevante do presente estudo foi corroborar a influéncia
prognéstica da deteccdo de mutagdes genéticas patogénicas na avaliagao
pré-transplante dos pacientes com LMA submetidos a alo-TCTH. Destacamos
também que este achado foi significativo mesmo com a maioria dos pacientes tendo
a amostra analisada sido coletada no momento da RC apés terapia inicial e mesmo

sem o conhecimento das mutacdes existentes ao diagnostico.

No nosso trabalho, estudamos os resultados do acompanhamento em longo
prazo de uma coorte de 63 adultos com LMA que receberam alo-TCTH no
CEMOI/INCA, no periodo entre janeiro de 2010 e dezembro de 2017. Nessa coorte,
com uma mediana de seguimento de 6 anos (2,2 — 10,0) e uma mediana de idade
de 46 anos, a sobrevida global em 5 anos foi de 41,4% (IC95 30,6 — 56,1%). A
incidéncia acumulada de recidiva em 5 anos foi de 27,0% (IC95 18,0-40,5%) e a
mortalidade nao-relacionada a recidiva de 31,2% (IC 21,4-45,6%), levando a uma
sobrevida livre de recidiva de 41,8% (IC95 31,0-56,4%). Esses resultados sao
semelhantes ao de coortes internacionais, ressaltando-se ainda que 21% dos

pacientes foram transplantados com doenca ativa.

Com relacdo aos fatores de risco tradicionalmente relacionados a pior
desfecho pdés-alo-TCTH, encontramos como principal fator associado a menor
sobrevida global, o tempo entre o diagndstico e o alo-TCTH maior que um ano, além
do risco citogenético desfavoravel e a presenga de DRM+ por citometria de fluxo.
Para a recidiva, os principais fatores progndsticos encontrados foram o status da
doenca ao transplante em atividade ou com DRM+ por CF e a fonte de MO. Para a
mortalidade n&o relacionada a recidiva os fatores com maior significancia estatistica
foram a presenca de mismatch HLA, doador alternativos (NAP, Haplo e SCU) e a
presenca de incompatibilidade ABO. No nosso trabalho, ndo houve nenhum ponto

de corte em que a idade tenha exercido influéncia negativa na SG ou na taxa de
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recidiva, porém apenas 3 pacientes eram maiores de 60 anos de idade ao
transplante.

A principal causa de obito foi a LMA recidivada/refrataria em 47% (n=17) dos
casos, seguida por infecgao (n=10, 28%), DECH (n=3, 8%), hemorragia (n=2, 5%)e
VOD (n=1, 3%), A titulo de analise por periodo de tratamento, ndo houve diferenga
estatistica entre pacientes tratados antes ou apds 2015, mas foi observado uma
maior mortalidade no ano de 2014, com obitos relacionados a infecgao. A inferéncia
de que possa ter havido algum surto de infecgdo por microorganismo multirresistente
ou por infecgdo fungica invasiva relacionado ao ambiente, como fusariose, foi
aventada.

Em 39 pacientes, realizamos retrospectivamente o sequenciamento genético
por NGS de 30 genes frequentemente envolvidos em neoplasias mieloides, em uma
amostra obtida antes do inicio do condicionamento do transplante. A mediana de
tempo entre a amostra e o alo-TCTH foi de 57 dias (7-693 dias), 75% com menos de
100 dias, sendo o motivo de coleta da amostra a avaliagdo de doenga para o
transplante. No momento da obtengcdo da amostra, 85% (n=33) dos casos se
encontravam em RC, 7% (n=3) em recidiva pré-transplante e para 7% dos casos a
unica amostra disponivel era do diagndstico inicial. Sessenta e quatro por cento dos
pacientes apresentaram pelo menos uma mutacao detectavel (25/39) e 41% (16/39)
mais do que uma. A frequéncia de mutacgdes relativamente baixa para uma coorte de
pacientes com LMA, se justifica pelo fato de que 85% (33/39) das amostras foram
obtidas em RC. Por esta mesma razdo, provavelmente se justifica a auséncia de
detecgcao de mutacbes em NPM1 e uma frequéncia baixa de mutagcbes em FLTS3,
que sao os genes mais frequentemente mutados na LMA ao diagndstico.
(GRIMWADE; IVEY; HUNTLY, 2016; PAPAEMMANUIL et al., 2016; ABELSON et al.,
2018)

O conceito de que o volume residual de doencga se correlaciona com o risco
de recidiva apos um determinado tratamento ja € bem estabelecido em diversas
neoplasias hematoldgicas, inclusive na LMA.(KLCO et al., 2015; IVEY et al., 2016)
Outro conceito bem estabelecido é a existéncia de um repertdério de mutacdes
somaticas presentes ao diagnostico em pacientes com LMA cuja persisténcia apds
quimioterapia intensa convencional tem implicagdes progndsticas.(SCHLENK et al.,
2008; PAPAEMMANUIL et al., 2016; DOHNER et al., 2017) Com relagdo ao
alo-TCTH na LMA, muitos estudos estabelecem o significado progndstico negativo
da RC DRM+ no momento do transplante.(WALTER et al., 2011) Diferentes técnicas
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de mensuracdo ja foram estudadas, como PCR quantitativo para genes de fuséo
(PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFb-MYH11), PCR quantitativo para mutacdes
em WT1 e NPM1, porém, esses marcadores englobam apenas em torno de 50%
dos casos de LMA. A citometria de fluxo multiparamétrica € a metodologia mais
amplamente aplicavel para os pacientes com LMA n&o promielocitica. (SCHMID et
al., 2015; LUSSANA et al., 2019). Adicionalmente, a utilidade clinica da detecgéo de
mutacdes oncogénicas por NGS em pacientes com LMA submetidos a alo-TCTH,

vem sendo estudada nos ultimos anos.

Luskin e colegas (LUSKIN et al., 2016) estudaram a aplicabilidade do NGS
em 112 pacientes adultos com LMA submetidos a alo-TCTH. Neste estudo, um
painel NGS para 26 genes foi utilizado para caracterizar retrospectivamente o perfil
genbmico em amostras bioldgicas de doenga ativa, obtidas dos pacientes ao
diagndstico (85% dos casos), primeira recidiva (12% dos casos) ou no momento da
doenca persistente apos terapia de indugéo (4% dos casos). Oitenta e seis por cento
dos pacientes apresentavam pelo menos uma mutagao detectada e os genes mais
comumente mutados foram NPM1(32%), FLT3-ITD(29%), DNMT3A (26%), TET2
(12%), NRAS (12%) e IDH1 (12%). Mutagcdes em TP53, WT1 e FLT3-ITD foram
associadas a aumento do risco de recaida.(LUSKIN et al., 2016) Similarmente,
Hamilton e colegas(HAMILTON et al., 2019), realizaram a caracterizagdo por NGS
de 112 pacientes com LMA ou SMD de alto risco, em amostras obtidas antes do
transplante, em um momento em que o paciente apresentava doenca ativa. Neste
estudo, os genes mais frequentemente mutados foram TET2 (14,7%), FLT3 (12,9%),
DNMT3A (12,1%) e RUNX1 (7,8%). Nenhuma mutagao individual nesse estudo foi

um fator independente associado a recidiva da LMA.

Diferente dos dois trabalhos relatados anteriormente, em que o NGS foi
realizado no momento da doenga ativa, Thol et al (THOL et al., 2018) estudaram
uma coorte de 116 pacientes com LMA submetidos a alo-TCTH em remissao
completa, sendo 95% em primeira RC e 5% em segunda RC. Neste estudo, as
amostras do diagnéstico dos pacientes foram sequenciadas e em 108 pacientes
foram encontradas pelo menos 1 mutagédo genética rastreavel. Esses 108 pacientes
tiveram uma segunda amostra de DNA sequenciada no momento da RC morfoldgica
pré-alo-TCTH (mediana de 24 dias (5-71 dias) pré-alo-TCTH) com uma técnica de
NGS ultrassensivel. Quarenta e trés (45%) dos 96 pacientes avalidveis (pacientes

com marcador e com VAF menor do que 5% no momento da RC) apresentaram
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DRM por NGS positiva, com VAF média de 0,33% (variagcdo 0,016-4,91%).
Pacientes com DRM+ por NGS tiveram uma incidéncia acumulada de recidiva
significativamente maior (HR 5,58, 1C95 2,47-12,6, p<0,001), enquanto a mortalidade
nao relacionada a recidiva nao foi estatisticamente diferente. Outro estudo, com
amostras pareadas, por Press e colegas (PRESS et al., 2019), mostrou o impacto da
DRM+ por NGS na maior incidéncia acumulada de recidiva e menor sobrevida livre
de recidiva. Neste estudo, 42 pacientes com LMA foram avaliados por NGS para 42
genes, ao diagnostico e dentro de 30 dias antes do alo-TCTH. Vinte e sete dos 31
pacientes que se encontravam em RC tiveram DRM+ por NGS. Esses pacientes
compartilhavam varias caracteristicas tradicionalmente associadas com alto risco,
como idade mais avangada, LMA secundaria, falha em atingir RC1 e categoria de
risco ELN 2017 adverso. Além desses dois trabalhos, um terceiro estudo, muito
recente, sugeriu que além de progndstica, a presenca de DRM+ por NGS pode ser
preditiva para uso preferencial de condicionamento mieloablativo, ao invés de
regimes de intensidade reduzida. Hourigan e colegas (HOURIGAN et al., 2019)
estudaram 190 pacientes tratados em um estudo clinico, fase Ill, com LMA em RC,
randomizados para alo-TCTH com condicionamentos MAC versus RIC. Nos
pacientes com DRM+ por NGS o alo-TCTH RIC foi associado com maior risco de

recidiva e menor sobrevida livre de recidiva.

Conforme as referéncias anteriormente apresentadas, tanto mutacdes
presentes no diagnostico, como a detecgdo de mutagdes persistentes na RC, podem
se correlacionar com desfechos desfavoraveis pos-alo-TCTH. No presente estudo,
mesmo com a limitagcdo do numero de pacientes, com a falta de homogeneidade do
momento de coleta da amostra, e com a auséncia de perfil molecular do clone inicial
para rastreio das mutacdes existentes no momento da RC, foi possivel encontrar
uma associagao estatisticamente significativa entre a presenga de uma mutacao
patogénica em um dos genes FLT3-ITD, KRAS, NRAS, TP53 e a incidéncia
acumulada de recidiva. De acordo com Hasserjian e colaboradores, enquanto seria
esperado que alteracbes nos genes CEBPA, FLT3A, WT1, KRAS, PTPN11 fossem
removidas por terapia pré-transplante ndo se esperaria que mutagdes nos genes
DNMT3A, TET2 e ASXL1 fossem removidas. A consequéncia esperada de uma
terapia de sucesso pré transplante para a eliminagdo de mutagdes nos genes ETV6
e ZRSR2 é variavel ou desconhecida. Provavelmente, os genes com maior impacto
na recidiva da nossa coorte, possivelmente representavam DRM+ genética, pois sdo

genes relacionados a LMA.
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Observamos também, como esperado, que amostras obtidas de pacientes
com doencga ativa (diagnoéstico ou recidiva) apresentavam mais frequentemente
mutacdes patogénicas, assim como um numero maior de mutagdes por paciente,
quando comparadas as amostras obtidas em RC. Cem porcento (6/6) dos pacientes
com doenga ativa apresentaram mutagdes detectaveis ao NGS, contra 75% (25/33)
dos pacientes em RC. Nos pacientes com doencga ativa, a média de mutacdes por
paciente foi de 2,7 (16 mutagdes/6 pacientes) enquanto nos pacientes em RC foi de
1,0 (34 mutagdes em 33 pacientes). Nas amostras com doencga ativa, 62,5% das
mutagdes encontradas ocorreram em genes envolvidos em vias de sinalizagéo,
como KRAS, NRAS, FLT3, PTPN11 e ABL1, enquanto nas amostras em remissao
completa o predominio de mutagdes, 29,5%, foi nos genes envolvidos na metilagao
do DNA, DNMT3A e TET2. Esses sao genes sabidamente relacionados a CHIP e
também a hematopoiese clonal em pacientes com LMA previamente tratados. Nesse
contexto, podem ou n&o estar associadas a LMA original. Como € discutido no artigo
de Hasserjian e Steensma et al (HASSERJIAN et al., 2020), apesar do avango
tecnologico nas técnicas moleculares permitir a detecgdo de translocagdes e
mutacdes associadas a LMA com alta sensibilidade, a determinacdo de doenca
residual € complicada pelo fato de que muitos pacientes previamente tratados
apresentam hematopoiese clonal persistente, o que pode ou nao estar relacionado a
presencga residual da LMA. A hematopoiese clonal detectada em pacientes com LMA
em RC inclui doenca residual verdadeira, mielodisplasia ou clones que sao
ancestrais a LMA ou ainda clones independentes ou emergentes de potencial
leucemogénico incerto. Em pacientes submetidos a alo-TCTH, clones identificados
apods o transplante podem ter origem em células do doador e em alguns casos,
originar neoplasias mieloides novas, clonalmente ndo relacionadas a LMA inicial.
Os autores apresentam uma proposta para terminologia e interpretacdo da
persisténcia de anormalidades genéticas em pacientes em remissao completa
apos-terapia, onde a detecgdo de anormalidades persistentes ou recorrentes apos
tratamento, presentes na LMA inicial, em genes sabidamente relacionados a recidiva
da LMA, como os genes de fusdo, NPM1, rearranjos de KMT2A, NRAS/KRAS, FLT3,
KIT e PTPN11 denota doenga residual mensuravel genética. J& a presenca de
mutacdes persistentes apos terapia em genes nao relacionados a LMA original, em
um paciente sem alteragbes morfologicas de neoplasia mieldide seria chamada de
hematopoiese clonal. Os autores ressaltam que as implicagdes da HC no contexto

da LMA pds tratamento podem ser diferentes da CHIP detectada em pacientes sem
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histéria prévia de LMA. Apesar das mutagdes em DTA, como alteragdes isoladas,
nao serem associadas com risco aumentado de retorno da doencga, esse risco ja foi
sugerido previamente, na presenga de 2 ou mais mutagdes do tipo HC. (HIRSCH et
al, 2017) A HC nestes pacientes também pode promover um plano de fundo para
emergéncia de recidivas geneticamente diferentes, mas clonalmente e
ancestralmente relacionadas. Os genes citados no referido trabalho como mais
envolvidos em HC sdao DNMT3A, ASXL1, TET2, SRSF2, BCOR e TP53. O papel de
mutacdes em outros genes, como IDH1/IDH2, RUNX1 é mais incerto. Os autores
ressaltam que o NGS pode ter sensibilidade variavel e portanto, a deteccdo de
mutacdes genéticas relacionadas a LMA por NGS pode representar evidéncia de
doenca residual mensuravel genética, mas a auséncia de detecgcdo pode ser
insuficiente para confirmar um estado de DRM negativa. Por outro lado, o
desaparecimento de mutagdes que geralmente ocorrem tardiamente na hierarquia
clonal da LMA, com FLT3-ITD e em genes de vias de sinalizagdo como KRAS/NRAS
podem representar o desaparecimento de um subclone e ndo do clone fundador da

leucemia.

Corroborando os resultados desses estudos (KLCO et al., 2015;
JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018b), encontramos as mutagdes em DTA como as
mais frequentes em pacientes em RC,e a presenca dessa mutagdes nao mostrou
correlagdo estatistica significativa com o desfecho recidiva.’>?® No entanto, nesta
coorte, a presenga de mais de uma mutagdo em um desses genes, mostrou
significAncia estatistica limitrofe (p valor = 0,05) com impacto negativo importante
(HR 5,7) no risco de recidiva pos-alo-TCTH. Este achado ja foi relatado
anteriormente em estudo de DRM genética por NGS paciente especifico, ultra
sensivel, aliado a PCR digital, em que a persisténcia de 2 ou mais lesdes iniciais
apoés quimioterapia de indugdo se associou com maior risco de recidiva e
morte.(HIRSCH et al., 2017)

Fragbes alélicas proximas a 50% foram observadas nos genes EZH2, ABL1,
DNMT3A, JAK2, KIT, RUNX, SETBP1, SF3B1, TET2 e WT1. VAFs préximas a 50%
sdo encontradas com frequéncia em alteragdes germinativas, mutagcbes ou
polimorfismos. Nos casos em que as mutagdes encontradas eram do tipo missense
e nao localizadas em regido hotspot, especial atencao foi dada para a classificagao
das variantes. Em contraste, VAFs de até 3,0%, foram observadas nos genes
DNMT3A, CEBPA, ETV6, FLT3A, KRAS, PTPN11, WT1 e ZRSR2.
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No presente estudo, devido ao pequeno numero de eventos recidiva (13 de
39 pacientes), e principalmente pelas amostras sequenciadas n&o terem sido
coletadas necessariamente no mesmo momento da avaliagao do status de doenca
pré transplante por citometria de fluxo, nao foi possivel avaliar o possivel efeito
aditivo da DRM por citometria de fluxo e da DRM por NGS, conforme relatado por
Jongen-Lavrencic et al, publicado na NEJM em 2018. No entanto, observamos que
tanto a DRM por CF quanto a presenca de mutagcbes de alto risco se
correlacionaram estatisticamente com um maior risco de recidiva, conforme é
demonstrado nas tabelas multivariadas 4,10, 4.12, 4.13 e 4.14. Neste trabalho,
encontramos que para cada mutagao genética adicional, o risco de recidiva aumenta
em 1,5 vezes.

Do ponto de vista clinico, ndo existem dados brasileiros que apresentem o
perfil clinico ou gendmico como o nosso estudo. Também n&o temos conhecimento
da comprovacao dos fatores de risco clinico identificados no presente trabalho, em
coortes de pacientes brasileiros. Nossa coorte € homogénea, de instituicdo unica,
em que a maioria dos pacientes recebeu um transplante de doador aparentado, sem
mismatch (n=45, 71%), com fonte de MO (n=46, 72%),e portanto, possivelmente &
uma coorte menos sujeita a viés relacionado a condutas, rotinas de tratamento, uso
de recursos e cuidados diferentes.

Em contrapartida, as limitagdes deste trabalho estédo relacionadas ao numero
pequeno de pacientes, a observacido retrospectiva e ao pequeno numero de
eventos. Aspectos clinicos importantes como classificacdo da ELN 2017,
classificagdo da WHO 2016 e o indice prognoéstico HCT-Cl ndo puderam ser
avaliados por indisponibilidade de dados. Na nossa coorte, a mediana de tempo
entre o diagnostico da LMA e o DO do alo-TCTH foi de 407 dias (13-2597), o que é
considerado um tempo longo e permite inferir a possibilidade de viés de selecéo de
pacientes com progndstico biolégico menos agressivo e possivelmente um numero
menor de mutagdes de prognostico adverso.

De maneira complementar, neste trabalho foi possivel realizar o
sequenciamento genético por NGS de amostras sequenciais de um pequeno
subgrupo de 3 pacientes, para caracterizagao longitudinal da evolugao clonal desses
casos. Os 2 primeiros pacientes foram selecionados pelo achado de mutagdes em
TP53 com VAF consideradas baixas (caso 11, 5,3% - caso 35, 11,4%) no momento
da avaliacdo pré-transplante. Nos 2 casos, as mutagdes encontradas foram do tipo

missense, uma no éxon 5 e outra no éxon 6 e ambos apresentaram cariétipo normal
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ao diagndstico. Interessante foi o achado de que apesar dos desfechos
desfavoraveis semelhantes, com recidiva e o6bito da LMA precoces, dentro do
primeiro ano apoés o alo-TCTH, a analise da evolugao clonal com sequenciamento da
amostra da recidiva apés alo-TCTH mostrou hierarquias genéticas bem diferentes
nos 2 casos.

Sabe-se que o gene TP53 é um supressor tumoral, localizado no brago curto
do cromossomo 17. A proteina p53 € fundamental para manter a estabilidade
gendmica em resposta a injurias no DNA, sendo responsavel por ativar programas
de reparo do DNA e parada do ciclo celular. Mais da metade das neoplasias
malignas em humanos tém mutagdes em TP53.(LI et al, 2018) As mutagcdes em
TP53 majoritariamente envolvem o dominio de ligacao ao DNA, codificado pelos
exons 5 a 8. Quase 80% das mutagbes em TP53 séo do tipo substituicao missense.
Nos pacientes com LMA, mutagdes em TP53 sdo predominantemente observadas
em pacientes de alto risco com LMA secundaria a tratamento ou com cariétipo
complexo.(KADIA et al, 2016) A frequéncia reportada de mutagbes de TP53 em LMA
varia de 5 a 10% em LMA de novo a mais de 20%, em pacientes de alto risco.
Muitos estudos demonstram a associacdo dessas mutagdes com baixa resposta a
quimioterapia, com maior risco de recidiva e morte, independente da presenca de
caridtipo complexo, tendo essas 2 alteragdes valor aditivo em termos de risco
prognoéstico. As mutagdes em TP53 também ja foram associadas a progndstico
desfavoravel pelo alto risco de falha terapéutica, mesmo apés o alo-TCTH
(MIDDEKE et al, 2016), que é considerado, ainda atualmente, como a unica terapia
potencialmente curativa para pacientes com LMA de alto risco. Por outro lado,
mutacbes em TP53 ja foram encontradas em células tronco-hematopoiéticas de
individuos saudaveis, em clones muito pequenos (VAF <0,7%). Uma das
fisiopatologias demonstradas para a LMA relacionada a tratamento envolve
aquisicdo somatica dessa mutacdo em individuo previamente saudavel como
primeiro evento leucemogénico, com posterior expansao clonal dessas células apos
estresse genotdxico induzido pela quimioterapia, em vez de indugado de mutagao em
TP53 diretamente pelo agente quimioterapico. Além disso, mutagbes germinativas
em TP53 sao caracteristicas da sindrome de Li-Fraumeni, porém ¢é rara a
associacao com a LMA. Outras mutagdes germinativas vém sendo reconhecidas,
sobretudo em pacientes com LMA relacionada a tratamento (LAL et al, 2017). Na

estratificacdo de risco da ELN 2017, a mutagcdo em TP53 foi adicionada como um
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marcador da categoria de risco desfavoravel, na qual recomenda-se a realizagao de
alo-TCTH em primeira remisséo completa.

Em estudo recente, Prochazka et al (KLCO et al, 2015;
JONGEN-LAVRENCIC et al., 2018b;) avaliaram o impacto da presencga de subclones
TP53 mutados com VAF menor do que 20% ao diagnéstico, em pacientes com LMA
tratados intensivamente. Uma coorte de 1537 pacientes tratados em estudos clinicos
subsequentes do grupo cooperativo alemdao AMLSG (German-Austrian acute
myeloid leucemia study group) foi avaliada por sequenciamento dirigido de TP53.
Como resultado, os pacientes com subclones TP53 mostraram significativamente
menos cariotipo complexo e perdas cromossémicas. Todos os subgrupos de VAF,
inclusive o subclonal < 20%, se correlacionaram com menor resposta terapéutica
assim como pior SG e SLR. Mesmo ajustando para idade, leucometria, risco
citogenético e tipo de leucemia, o progndstico adverso do TP53 mutado permaneceu
significativo para todos os subgrupos de VAF.

Nenhum dos dois pacientes com TP53 mutado da nossa coorte haviam
recebido quimioterapia previamente ao diagnostico de LMA e nenhum dos dois tinha
o caridtipo alterado. O primeiro (caso 11) foi transplantado em RC1 com avaliagéo
de DRM- por citometria de fluxo 7 dias antes do alo-TCTH. Este paciente néo teve a
LMA classificada como de novo ou secundaria por indisponibilidade de dados. O
segundo (caso 35) recebeu o alo-TCTH na primeira recidiva quando foram
detectados 10% de blastos, 14 dias antes do transplante. Este paciente foi
classificado como LMA relacionada a mielodisplasia por caracteristicas morfoldgicas
apenas (sem histéria prévia de mielodisplasia ou alteragbes citogenéticas ao
diagndstico).

O caso 11 encontrava-se com doenga em remissao, sem blastos detectaveis
pela CF no momento em que a amostra de avaliagdo pré TMO foi coletada. Nessa
amostra, sequenciada por NGS, foi possivel detectar a presenca de mutagdao em
TP53 e TET2 com VAF semelhantes de aproximadamente 5%. O sequenciamento
da amostra da recidiva de doenga apds o transplante, que se deu precocemente,
antes do D+100, mostrou que esse clone com TET2 e TP53 mutados foi o clone
responsavel pela recaida da doenca. Nesse caso, a hipbtese principal para a
sequéncia de eventos na evolugéo clonal da LMA, diante da idade do paciente (58
anos) e evolugao da VAF pré e pés-alo-TCTH, é que as mutagées em TP53 e TET2
estariam relacionadas a HC em precursores hematopoiéticos pré-leucémicos e que

esse clone tenha sido selecionado apds a terapia inicial e o condicionamento do
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aloTCTH. No entanto, ndo temos a amostra do diagndstico inicial nem amostra pré
diagndstico da LMA para corroborar a hipétese. Fica claro, no entanto, que a
detecgao dessas mutagdes no momento da avaliagao pré-transplante, mesmo com
VAF baixa, significavam a presenga de doenga residual mensuravel molecular, e se
correlacionaram diretamente com a falha terapéutica.

O segundo caso com TP53 mutado (caso 35), encontrava-se em atividade de
doenca no momento da avaliagdo pré TMO, com >10% blastos detectaveis por
citometria de fluxo. O NGS mostrou uma mutagao patogénica em TP53 com VAF
1,4%, além de mutagdo em PTPN11 com VAF 5% e WT1 com VAF 10%. A avaliagao
da arquitetura clonal através das VAF permite inferir que neste momento existia pelo
menos um subclone além do clone majoritario WT1 positivo. Na recidiva, que
ocorreu menos de 6 meses apos o alo-TCTH, o unico clone detectado foi o WT17, o
que permite inferir que os subclones presentes anteriormente podem ter sido
eliminados apds o condicionamento e imunoterapia do alo-TCTH. Neste caso, a
presenca do TP53 mutado se correlacionou com o desfecho desfavoravel de recaida

e Obito precoces ainda que nao tenha sido o responsavel direto pela recidiva.

A anadlise longitudinal das amostras do caso 40 foram coletadas
sequencialmente em todas as fases do tratamento, do diagndstico até a progressao
final apos o alo-TCTH. Ao diagndstico, detectamos a presenca de cinco mutagdes
diferentes. A arquitetura clonal inferida através das VAF permitiu diferenciar um
clone majoritario constituido por TET2 (51,2%) e RUNX1 (48,9%) mutados, um
subclone maior portador de mutagdo em WT1 (38%) e pelo menos um subclone
menor contendo mutagdo em CBL (16,9%) e PTPN11 (3,2%). Na amostra coletada
em RC apds terapia com quimioterapia convencional inicial, ndo detectamos
persisténcia residual do clone majoritario ao diagndstico que apresentava mutagéo
em RUNX1, mas detectamos a mutacdo em TET2 (49,2) e um pequeno clone com
mutacdo em DNMT3A (2,9%). Na amostra coletada no momento da recidiva da LMA
apos o alo-TCTH, o clone WTT1 volta a surgir, apresentando VAF maior que 50%, um
indicio da ocorréncia de perda de heterozigosidade ou por deleg¢ao de parte ou todo
o cromossoma 11, ndo detectada na citogenética convencional ou por duplicagao
alélica do gene mutado. Na progressado final da doenga, apds tratamento com
azacitidina e infusdes de linfécitos do doador, surge um subclone FLT3-ITD, um gene
de sinalizacdo que codifica uma tirosina quinase responsavel por proliferagao
celular, frequentemente encontrado como uma aberragédo tardia na ontogenia da

LMA. A mutagcédo em TETZ2 se mantém com VAF de aproximadamente 50% em
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todas as analises, exceto na recidiva inicial quando havia presenca de células do
doador ainda em grande quantidade, demonstradas pelo quimerismo de 60% nessa
ocasiao. A presenga dessa mutagdo com VAF sugestiva de heterozigose pode
significar uma hematopoiese clonal iniciada em um clone pré-leucémico que serviu
de background para o surgimento da LMA inicial e por isso presente em uma VAF
tdo alta desde o inicio. Neste caso, na avaliagdo pré-transplante, poderiamos
considerar que o paciente apenas apresentava mutagdes “DTA”, no caso em TET2 e
DNMT3A (que nao tinha relagdo com o clone original), e poderiamos concluir que,
se tivéssemos o resultado disponivel naquele momento, essas mutagdes poderiam
se tratar apenas de hematopoiese clonal, semelhante a CHIP descrita em pacientes
saudaveis, no entanto, conhecendo a evolugdo do caso, vemos que a mutacgao
estava presente no clone do diagndstico e no clone da recidiva em VAF semelhante.
E o questionamento quanto ao significado dessa persisténcia seria (1) a mutagéo é
relacionada com a LMA? (IlI) é correlacionada a hematopoiese clonal? (lll) trata-se
de mutagdo germinativa ndo conhecida? Na investigacdo dessa alteracdo os
algoritmos preditivos de patogenicidade corroboraram a classificagao desta variante
como provavelmente patogénica. Nao havia disponibilidade de material de swab oral
ou de outros tecidos para testar esta terceira hipotese. Alguns estudos grandes
previamente citados ndo conseguiram correlacionar a persisténcia de mutagdes em
DTA em pacientes pos tratamento, com desfechos pés-tratamento para LMA. No
entanto, neste caso, a mutacdo em TETZ2 estava envolvida todo o tempo com a

doenca, desde o clone original.

6. Concluséao

O perfil clinico e gendmico de uma coorte brasileira de pacientes com LMA e
acompanhamento em longo prazo apods alo-TCTH foi apresentado.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes e dos transplantes
foram descritas. As principais causas de 6bito foram discriminadas, assim como as
taxas de sobrevida global, sobrevida livre de doencga, incidéncia cumulativa de
recidiva e mortalidade nao relacionada a recidiva. Esses dados podem contribuir
para a compreensao dos resultados de pacientes tratados no Brasil, manejo de
recursos, visto que a LMA corresponde a 37% das indicacbes de transplante por

doenga maligna no Brasil.
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Foram identificados os fatores de risco clinico relacionados a sobrevida
global, incidéncia acumulada de recidiva e mortalidade ndo relacionada a recidiva,
que constataram a oportunidade para melhorias no tratamento dos pacientes com
LMA que necessitam de alo-TCTH no Brasil, sobretudo no ambito do SUS. Tendo
em vista que o tempo entre o diagndstico e a realizagdo do alo-TCTH se mostrou
importante fator relacionado a sobrevida global, faz-se importante conhecer as
principais limitagdes para a realizagéo do procedimento no momento mais adequado
e efetivo. Foi encontrada, uma correlacao ja conhecida da disparidade HLA com a
morte ndo relacionada a recidiva e os transplantes com doadores com MM foram,
na quase totalidade dos casos, os transplantes de doadores alternativos
haploidénticos e de SCU. A correlagao dos transplantes alternativos com desfechos
nos centros de transplante brasileiros deveria ser melhor investigada.

Também foi demonstrada a relevancia da caracterizacdo da doencga, pelo
risco citogenético ao diagnostico, pelo status da doenga ao transplante e pela
presenca de DRM+ por citometria de fluxo ao transplante, no progndstico
relacionado a recidiva, ratificando a importancia da disponibilidade desses exames
especificos sobretudo no ambito do SUS.

Foi descrito pela primeira vez o perfil gendmico de uma coorte brasileira de
pacientes com LMA submetidos a alo-TCTH.

Foi confirmado o impacto prognéstico da deteccdo de mutagdes genéticas em
TP53, FLT3-ITD, NRAS, KRAS na recidiva pés-alo-TCTH. A presenca de mais de
uma mutagdo em genes relacionados a hematopoiese clonal apresentou um risco
maior de recidiva (HR 1,75) com significancia estatistica limitrofe e também devera
ser melhor investigada. A deteccédo de qualquer mutagdo acarretou um risco
adicional de 1,5 vezes na taxa de recidiva. Avaliamos a evolugao clonal em 3 casos
selecionados com amostras sequenciais ao longo do periodo de tratamento, sendo
ilustrada a dificuldade na interpretagcdo dos resultados do NGS em diferentes
momentos.

O presente estudo sugere que a avaliagdo genética com painel NGS pode
contribuir para avaliagdo prognostica de pacientes com LMA que serdo submetidos a
tratamento com alo-TCTH, porém & necessario o aprimoramento e padronizagao de
técnicas e interpretacdo dos resultados para o uso amplo do método na pratica

clinica.
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8. Anexos

Tabela Suplementar 1 (coorte gendémica). Variaveis clinicas dos pacientes, da
doencga, do alo-TCTH e das amostras por paciente.

Para melhor visualizagao, a tabela pode ser acessada pelo link:
https://drive.google.com/file/d/1bgeKlgusadPCw7t1rU9 4SqlLIBGBHi32/view?usp=sh
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