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RESUMO

DA SILVA, FB. Avaliacdo das alteracdes citogenéticas e seu impacto clinico em
pacientes adultos jovens e idosos com diagnostico de leucemia mieloide aguda, 2021,
118f. Tese de doutorado (Doutorado em Oncologia Clinica, Células Tronco e Terapia
Celular) — Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2021.
A leucemia mieloide aguda (LMA) constitui um grupo heterogéneo de doencas
clonais do tecido hematopoiético, caracterizada pelo blogueio na maturacdo e pela
proliferacdo anormal de precursores mieloides. A anélise de citogenética
convencional é um componente obrigat6rio na avaliacdo diagndstica e progndstica
em pacientes com suspeita de LMA. O objetivo do presente estudo foi avaliar as
alteracGes citogenéticas e seu impacto clinico em pacientes adultos jovens e idosos
com diagnostico de LMA do HC FMRP USP. Foi realizada a avaliacdo de 154
pacientes que foram diagnosticados com LMA, incluindo a leucemia promielocitica
aguda (LPA), no periodo de 2014 e 2021. A andlise de citogenética convencional
apresentou resultado conclusivo em 137/154 (89%) pacientes e resultado
inconclusivo em 17/154 (11%) pacientes. O cariotipo normal foi encontrado em
53/137 (39%) e alterado em 84/137 (61%) pacientes. Pacientes idosos >60 anos
apresentaram menor incidéncia de anormalidades do risco citogenético favoravel
(P=0,0078). Para a analise de desfecho clinico foram avaliados quatro grupos de
pacientes de acordo com o cari6tipo e terapia de inducdo: (i) todos os pacientes do
estudo (n=154), (ii) pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa (n=103), (iii)
pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducéo curativa (n=79) e
(iv) pacientes com cariotipo normal que realizaram terapia de inducdo curativa
(n=30). As curvas de sobrevida global e sobrevida livre de evento foram estimadas
usando Kaplan-Meier e comparagfes entre 0s grupos com o teste de log-rank. O
modelo multivariado de riscos proporcionais de Cox foi utilizado para definir
varidveis associadas com sobrevida. A significancia estatistica foi definida como
valor de P<0,05. Fatores preditivos independentes de pior prognostico para sobrevida
global para os pacientes com LMA adultos jovens e idosos variaram de acordo com a
coorte estudada: leucocitos >50x10%/L (Hazard ratio [HR] 2,04; P=0,01) e risco
citogenético (HR 2,17; P=0,02) (todos os pacientes com LMA), albumina <3,8g/dL



(HR 1,88; P=0,04) e risco citogenético (HR 2,77; P=0,01) (LMA que realizaram
terapia de inducdo curativa), albumina <3,8g/dL (HR 2,56; P =0,01), remissao
completa (HR 5,18; P =0,00) e terapia final de consolidacdo (HR 6,80; P =0,00)
(LMA n&o LPA que receberam terapia de inducdo curativa), idade (HR 1,06; P=0,03)
e albumina (HR 4,31; P=0,00) (LMA com cari6tipo normal que receberam terapia de
inducdo curativa). Fatores preditivos independentes de pior sobrevida livre de evento,
considerando pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia de inducéo
curativa foram: idade (HR 1,04; P=0,01) e terapia final de consolidacdo (HR 5,20;
P=0,00). Em concluséo, o cariétipo ao diagnostico é um preditor independente de
sobrevida global em pacientes adultos jovens e idosos com LMA. A citogenética
convencional permite identificar subgrupos biologicamente distintos da doenca e
auxilia na definicdo das abordagens terapéuticas. Fatores demograficos, laboratoriais
e fatores relacionados ao tratamento apresentam impacto progndstico em LMA e
podem auxiliar na conduta terapéutica em um centro com recursos limitados.

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda, cario6tipo, prognostico.



ABSTRACT

DA SILVA, FB. Assessment of cytogenetic alterations and their clinical impact in
young adult and elderly patients diagnosed with acute myeloid leucemia, 2021, 118f.
Tese de doutorado (Doutorado em Oncologia Clinica, Células Tronco e Terapia Celular)
— Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2021.
Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous group of clonal diseases of
hematopoietic tissue, characterized by blocking maturation and abnormal
proliferation of myeloid precursors. Conventional cytogenetic analysis is a mandatory
component in the diagnostic and prognostic evaluation in patients with suspected
AML. The aim of the present study was to evaluate the cytogenetic alterations and
their clinical impact in young and elderly adult patients diagnosed with AML at the
HC FMRP USP. We evaluated 154 patients who were diagnosed with AML,
including acute promyelocytic leukemia (APL), between 2014 and 2021.
Conventional cytogenetic analysis showed conclusive results in 137/154 (89%)
patients and inconclusive results in 17/154 (11%) patients. The normal karyotype was
found in 53/137 (39%) and altered in 84/137 (61%) patients. Elderly patients >60
years had a lower incidence of favorable cytogenetic risk abnormalities (P=0.0078).
For the analysis of clinical outcome, four groups of patients were evaluated according
to induction therapy and karyotype: (i) all patients in the study (n=154), (ii) patients
who received curative induction therapy (n=103), (iii) patients with AML non-APL
who received curative induction therapy (n=79) and (iv) patients with normal
karyotype who received curative induction therapy (n=30). Overall survival and
event-free survival curves were estimated using Kaplan-Meier and log-rank test. The
Cox proportional hazards multivariate model was used to define variables associated
with survival. Statistical significance was defined as P<0.05. Independent predictors
of worse prognosis for overall survival for young and elderly AML patients varied
according to the studied cohort: WBC >50x10%L (Hazard ratio [HR] 2.04; P=0.01)
and cytogenetic risk (HR 2,17; P=0.02) (all AML patients), albumin <3.8g/dL (HR
1,88; P=0.04) and cytogenetic risk (HR 2,77; P=0.01) (AML who received curative
induction therapy), albumin <3.8¢g/dL (HR 2,56; P=0.01), complete remission (HR
5,18; P=0.00) and final consolidation therapy (HR 6,80; P=0.00) (AML non-APL
who received curative induction therapy), age (HR 1.06; P=0.03) and albumin (HR



4,31; P=0.00) (AML with normal karyotype who received curative induction
therapy). Independent predictors of worse event-free survival, considering non-APL
AML patients who received curative induction therapy were: age (HR 1.04; P=0.01)
and final consolidation therapy (HR 5,20; P =0.00). In conclusion, karyotype at
diagnosis is an independent predictor of overall survival in young and elderly adult
AML patients. Conventional cytogenetics allows identifying biologically distinct
subgroups of the disease and helps to define therapeutic approaches. Demographic,
laboratory, and treatment-related factors have a prognostic impact in AML and may
help in the therapeutic management in a center with limited resources.

Keywords: Acute myeloid leukemia, karyotype, prognostic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia mieloide aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) constitui um grupo heterogéneo de doencas
clonais do tecido hematopoiético, caracterizadas pelo blogueio na maturacdo e pela
proliferacdo anormal de precursores mieloides. Essas células se acumulam na medula
6ssea, podendo invadir o sangue periférico e infiltrar outros 6érgdos, levando
frequentemente a um quadro de anemia, neutropenia, plaguetopenia e presenca de células
imaturas no sangue periférico (Steven Swerdlow, Elias Campo 2017).

A LMA ¢ o tipo mais comum das leucemias agudas do adulto, em contraste, €
pouco frequente na infancia, correspondendo a cerca de 20% dos casos na infancia
(Siegel, Miller, and Jemal 2019). O Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos
estimou uma incidéncia anual de 3,6 casos de LMA para cada 100.000 habitantes, o que
a torna uma doenca relativamente rara. Esse mesmo instituto estimou uma sobrevida
global em cinco anos de 23,4% para pacientes americanos acompanhados entre 2002 e
2008. No Brasil, a incidéncia de LMA é desconhecida, uma vez que o Instituto Nacional
do Céancer (INCA) relata apenas dados referentes as leucemias em geral. Para o0 ano de
2019, o INCA estimou a ocorréncia de 8,5 novos casos de leucemias para cada 100.000
habitantes (Ministério da Saude 2018).

Ha aproximadamente uma década, foi proposto um modelo para 0 processo
leucemogénico da LMA, chamado de “two hit model”. Segundo este modelo, o
desenvolvimento da LMA ¢é considerado um processo multipasso que requer a
colaboracdo de pelo menos duas classes de mutacdes. Este modelo compreende as
mutacOes de classe I, que ativam vias de transducdo de sinal e conferem vantagem
proliferativa as células hematopoiéticas, e as mutagdes de classe I, que afetam fatores de
transcricdo e primariamente impedem a diferenciacdo hematopoiética. Mutacbes que
afetam os genes FLT3, KIT e os da familia RAS sdo consideradas mutacGes de classe I,
enguanto que aberragdes cromossémicas como t(8;21), inv(16) e t(15;17), que geram,
respectivamente, 0s rearranjos génicos RUNX1::RUNX1T1, CBFB:MYH11l e
PML::RARA, juntamente com as mutacfes nos genes RUNX1, CEBPA e MLL sdo
consideradas mutacgdes de classe 1. De acordo com esse modelo, o acimulo de mutagdes
de classe | e Il culminaria no desenvolvimento de progenitores hematopoiéticos

transformados, capazes de propagar o fenétipo leucémico (Kelly and Gilliland 2002). A
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fisiopatologia da LMA tém sido alvo de estudos que avangou com 0 progresso das
técnicas moleculares que permitiram um melhor entendimento da heterogeneidade e
complexidade da doenga. O modelo “multi-hit model” enfatizou a importancia das
mutacOes de classe Il que apresentam papel importante na patogénese de LMA com
genes envolvidos na regulacdo epigenética como o TET2, DNMT3A, IDH1 e IDH2
(Papaemmanuil et al. 2016)(Nassereddine et al. 2017).

A LMA ¢é uma doenca clinicamente, morfologicamente e geneticamente heterogénea.
Devido a heterogeneidade da doenga, houve tentativas de classificar a LMA em diferentes
grupos clinicamente relevantes. O grupo Franco Américo Britanico (FAB) classificou os
subtipos de LMA baseado na morfologia e caracteristicas citoquimicas usando
designacdes de MO a M7. No entanto, com o surgimento de evidéncias da importancia
das anormalidades cromossdmicas no prognoéstico em LMA, ndo ficou claro se os
subtipos FAB adicionaram informac@es progndsticas além das anormalidades disponiveis
na classificacdo, como exemplo, a t(15;17) para M3 e inv(16) para M4 (Vardiman et al.
2009)(Walter et al. 2013).

Posteriormente, as LMAs foram classificadas de acordo com a Organizacao
Mundial da Satide (OMS) com ultima revisdo em 2016 (Steven Swerdlow, Elias Campo
2017) e consolidada em 2017, considerando as caracteristicas clinicas, morfolégicas,
citoquimicas, imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares. O diagnostico da LMA ¢
realizado a partir da observacdo do quadro clinico agudo de anemia, febre e sangramento
cutdneo mucoso. No hemograma ao diagnostico € frequente encontrar anemia,
plaquetopenia, neutropenia e presenca de mieloblastos. Para o diagnostico, a contagem
de mieloblastos e/ou monoblastos/promondcitos e/ou megacarioblastos deve ser igual ou
superior a 20%, desde que 200 ou 500 células sejam contadas no sangue periférico ou na
medula dssea, respectivamente. Além disso, a citoquimica e a imunofenotipagem sdo
essenciais para demonstrar a diferenciagdo mieloide dos blastos, auxiliando no
diagnéstico e na classificacdo do subtipo de LMA (Steven Swerdlow, Elias Campo
2017)(Vardiman et al. 2009).

A classificacdo da OMS categorizou os subtipos de LMA da seguinte maneira: (1)
LMA com anormalidades genéticas recorrentes, (2) LMA com alteracGes
mielodisplasicas, (3) neoplasias mieloides relacionadas a terapia, (4) leucemias mieloides
ndo especificadas, (5) sarcoma mieloide, (6) neoplasias mieloides relacionadas a
sindrome de Down. Um dos maiores e mais importantes desafios na classificacdo da OMS

foi a incorporagdo de anormalidades genéticas moleculares e a definicdo de alteragdes
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cromossémicas recorrentes associadas a LMA, que permitiu um melhor entendimento
sobre a patogénese da doenca e a classificacdo em grupos distintos. A analise citogenética
convencional permanece obrigatoria na avaliacao da suspeita de LMA. Oito translocacdes
e inversoes balanceadas e suas variantes estdo incluidas na categoria da OMS “LMA com
anormalidades genéticas recorrentes” (Arber et al. 2016). Nove rearranjos balanceados e
diversas anormalidades cromossdmicas ndo balanceadas podem estabelecer o diagnostico
de "LMA com alterac@es relacionadas a mielodisplasia™ na presenca de 20% ou mais de
blastos na medula 6ssea ou sangue periférico.

O subgrupo LMA com anormalidades genéticas recorrentes inclui LMA com
1(8;21)(q22;922) que apresenta fusdo génica RUNXI1::RUNX1T1, LMA com
inv(16)(p13.19g22) ou t(16;16)(p13.1;g22) com fusdo CBFB::MYH1l e LMA com
t(15;17)(922;912) com fusdo de PML::RARA, as quais definem diagndstico de LMA
independente da porcentagem de blastos na medula éssea ou sangue periférico. A t(8;21),
envolvendo RUNXZI1::RUNX1T1, e inv(16)/t(16;16), envolvendo CBFB::MYH11,
apresentam fusdes quiméricas que envolvem o complexo core-binding factor (CBF), um
regulador da hematopoiese, o que denomina esse grupo como CBF-AML. LMA com
anormalidades no gene KMT2A localizado no cromossomo 11g23 tém sido revisada e a
forma mais frequente e melhor caracterizada das alteracbes do gene KMT2A ¢ a
t(9;11)(p21.3;923.3) com fusdo de KMT2A::MLLT3. Embora esta translocacdo esteja
especificamente listada na classificagdo da OMS, as formas variantes devem ser
especificadas no diagndstico, por exemplo, LMA com t(11;19)(g23;p13.3) com fuséo de
MLL::EM. LMA envolvendo rearranjos cromossomicos t(6;9)(p23;934.1);
DEK::NUP214, inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM, e LMA
megacarioblastica, com 1(1;22)(p13.3;q13.1); RBM15::MKL1, também foram
incorporadas na classificacdo da OMS, sendo esta Gltima uma anormalidade rara e comum
na infancia. Além das alteragdes citogenéticas, mutacdes em NPM1 e mutacdes bialélicas
em CEPBA foram incluidas na classificacdo da OMS e muta¢des no RUNX1 e a LMA
com t(9;22)(q34;911.2) com fusdo génica BCR::ABL1 foram definidas como entidades
provisorias (Steven Swerdlow, Elias Campo 2017) (Arber et al. 2016) (Mrozek, Heerema,
and Bloomfield 2004).

O subgrupo de LMA com alteracGes mielodisplasicas apresenta 20% ou mais de
blastos na medula 6ssea ou sangue periférico e é caracterizado por (1) historia prévia de
sindrome mielodisplasica (SMD) ou SMD/neoplasia mieloproliferativa com evolucéo

para LMA, (2) LMA com displasia de multiplas linhagens (3) anormalidades
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citogenéticas relacionadas a SMD (Tabela 1). Critérios de exclusdo importantes para esse
subgrupo incluem terapia prévia citotoxica ou de radiacdo para uma doenca nao
relacionada ou a presenca de anormalidades citogenéticas descritas no subgrupo LMA

com anormalidades genéticas recorrentes (Arber et al. 2016).

Tabela 1. Anormalidades citogenéticas relacionadas a LMA com alteracGes
mielodisplasicas

Anormalidades ndo balanceadas Anormalidades balanceadas
-7 ou del(7q) t(11;16)(923.3;p13.3)F
del(5q) ou t(5q) t(3;21)(q26.2;q22. 1)
i(17q) or t(17p) t(1;3)(p36.3;921.2)
-13 or del(13q) t(2;11)(p21;923.3) T
del(11q) t(5;12)(q32;p13.2)
del(12p) ou t(12p) t(5;7)(932;q11.2)
idic(X)(q13) t(5;17)(q32;p13.2)

t(5;10)(q32;021)
t(3;5)(925.3;935.1)

Os fatores progndésticos podem ser subdivididos entre aqueles relacionados as
caracteristicas do paciente e a sua condicdo de saude geral e aqueles relacionados as
caracteristicas do clone leucémico. Os fatores do primeiro grupo séo particularmente
relevantes na predicdo da mortalidade relacionada ao tratamento e torna-se mais
importante com o aumento da idade do paciente. Ja os do segundo grupo sdo preditivos
da resisténcia a terapia convencional (Dohner et al. 2017). Em relacdo aos fatores
relacionados as caracteristicas do paciente, a idade tem sido descrita como o fator mais
importante. O progndstico tende a piorar com a idade muitas vezes a despeito de outros
fatores importantes, como citogenética, genética molecular ou subtipo de LMA. Além
disso, pacientes idosos apresentam uma incidéncia maior de outros fatores de pior
prognostico, tais como a ocorréncia simultanea de comorbidades, maior frequéncia de
alteragdes citogenéticas de alto risco (Dohner et al. 2017)(Dohner et al. 2010). Os fatores
prognosticos relacionados & LMA incluem a contagem de leucdcitos, a existéncia de
histdria prévia de sindrome mielodisplasica ou neoplasia mieloproliferativa e a terapia
citotdxica prévia para outras desordens. A hiperleucocitose (convencionalmente definida
como uma contagem de leucdcitos superior a 50100 x 10%/L no SP) tem sido associada
a um prognéstico desfavoravel devido morte precoce e alto risco de recaida (Dohner et

al. 2017). Outros fatores, como a esplenomegalia e elevados niveis de desidrogenase
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lactica (LDH) foram relatados por conferir efeito prognéstico em pacientes com LMA
(Dohner et al. 2017).

1.2 A importancia da citogenética em LMA

A citogenética convencional é uma importante ferramenta para o diagndstico e
seguimento de pacientes com neoplasias hematologicas, podendo detectar alteracfes
cromossomicas balanceadas, incluindo translocacdes ou inversdes, e alteragOes
cromossomicas ndo balanceadas, incluindo trissomias, duplicagdes e delegdes. De acordo
com a OMS, a analise de citogenética convencional € um componente obrigatorio na
avaliacdo diagndstica em pacientes com suspeita de LMA. Anormalidades
cromossomicas sao detectadas em aproximadamente 55% de pacientes adultos com LMA
(Steven Swerdlow, Elias Campo 2017)(Mro6zek, Heerema, and Bloomfield 2004)(David
Grimwade and Mrédzek 2011). Anormalidades citogenéticas tém sido correlacionadas
com caracteristicas clinicas e bioldgicas da doenca, permitindo a definicdo diagnodstica e
a categorizacdo de LMA em diferentes grupos. Além disso, o cariétipo das células
leucémicas € definido como fator progndstico de maior impacto na resposta a indugdo de
terapia e sobrevida do paciente (D6hner et al. 2017)(David Grimwade 2012).

Embora a maior parte das alteracGes cromossdmicas possa ser detectada pela
citogenética convencional, a resolucdo é dependente do padrao de bandas obtidas atraves
da técnica de bandeamento G, sendo que alteragBes criticas como as microdelecgdes,
podem ndo ser visualizadas por essa metodologia. Além disso, a necessidade de
proliferacdo celular para obtengdo de células em metéafase é uma limitacdo da técnica. A
técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (fluorescent in situ hibridization [FISH])
é uma técnica complementar a citogenética convencional na determinacéo de alteracGes
cromossémicas especificas. Nessa técnica, sondas de acidos nucléicos, complementares
ao que se pretende estudar, marcadas com fluorocromos sdo utilizadas para detectar
sequencias especificas no cromossomo. A grande vantagem dessa técnica é que, além da
especificidade e sensibilidade aumentada, a FISH pode ser realizada em células em
interfase (King et al. 2011)(Tavor et al. 2011)(De La Serna et al. 2008)(Morrissette and
Bagg 2011).

Em 1998 o grupo Medical Research Council (MRC) avaliou uma coorte de 1612
pacientes com LMA, sendo criancas e adultos (<55 anos) e definiu trés grupos de risco

de acordo com a citogenética. Pacientes com a t(15;17)(q22;921), t(8;21)(922;q22),
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inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13;922) foram definidos como grupo de risco favoravel,
independente da coexisténcia de outras anormalidades citogenéticas. Pacientes que
apresentaram perdas ou anormalidades nos cromossomos 3q, del(5q), -5, -7, ou cari6tipo
complexo (5 ou mais anormalidades citogenéticas) foram definidos como grupo de risco
desfavoravel. Pacientes que apresentaram cariétipo normal ou outras anormalidades
numéricas ou estruturais foram definidos como grupo de risco intermediario (David
Grimwade et al. 1998). O grupo MRC, em 2010, realizou uma atualizacdo atraves de um
estudo com 5876 pacientes com LMA com idade entre 16 a 59 anos. O estudo mostrou
que a t(15;17)(922;921), t(8;21)(g22;0922), inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;q22) s&o
preditoras de um prognostico favoravel. Anormalidades cromossémicas preditoras de um
prognostico ruim foram: anormalidades no 3q (com excecdo a t(3;5)(q25;934), como
inv(3)(q21926)/t(3;3)(921;926), add(5q)/del(5q), -5, -7,add(7q)/del(7q),
t(6;11)(927;923), t(10;11)(p11-13;923), anormalidades envolvendo o 11923 (com
excecdo a t(9;11)(p21_22;923) e a t(11;19)(g23;p13)), a t(9;22)(q34;q1l), -17 e
anormalidades em 17p. Em pacientes que ndo apresentaram anormalidades do grupo de
risco favoravel ou desfavoravel e que apresentaram 4 ou mais anormalidades no caridtipo
foram definidos como grupo com cari6tipo complexo e apresentaram um prognostico
ruim (D. Grimwade 2010).

Novas técnicas de analise molecular, como o sequenciamento de Ultima geracéo,
permitiram a identificacdo de diversas anormalidades genéticas recorrentes, no entanto,
apenas um numero limitado foi incorporado em esquemas de estratificacdo de risco. O
grupo European LeukemiaNet (ELN), em 2010, incorporou na categorizagao de risco em
LMA mutagdes nos genes NPM1, CEBPA e FLT3. O ELN 2010 definiu quatro grupos de
risco de acordo com o caridtipo e mutacdes em NPM1, CEBPA e FLT3 (Tabela 2). As
mutacdes definem risco de acordo com a citogenética (cari6tipo normal). Com isso, casos
com a presenca de mutacdes e citogenética inconclusiva apresentam falha na
estratificacdo de risco pelo ELN 2010. O cari6tipo complexo ocorre em 10 a 12% dos
pacientes e tem sido associado a um pior progndstico. O caridtipo complexo foi incluido
no ELN 2010 e foi definido como cariotipo que apresente 3 ou mais anormalidades
cromossOmicas na auséncia de t(8;21), inv(16) ou t(16;16), e t(15;17).0 ELN 2010
apresenta grupo de risco favoravel, intermediario I, intermediério Il e desfavoravel

baseado nas alteracdes citogenéticas e mutacdes (Tabela 2) (Déhner et al. 2010).
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Tabela 2. Estratificagéo de risco pelo ELN 2010 de acordo com as alteragfes genéticas

Categoria de risco Anormalidades genéticas

Favoravel 1(8;21)(922;922); RUNX1::RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB::MYH11
Mutacgdo no NPM1 na auséncia de FLT3-1TD (cari6tipo normal)
Mutacdo CEBPA (cari6tipo normal)

Intermediério I* Mutacdo NPM1 e mutagdo FLT3-1TD (cariétipo normal)
Mutacdo FLT3-ITD (cari6tipo normal)
NPM1 selvagem e auséncia de FLT3-ITD (cari6tipo normal)

Intermediério 11 t(9;11)(p22;923); MLLT3::MLL
Anormalidades citogenéticas ndo definidas como risco favoréavel ou
desfavoravel

Desfavoravel inv(3)(g21q26.2) ou t(3;3)(0921;026.2); RPN1::EVI1

t(6;9)(p23;934); DEK::NUP214

t(v;11)(v;g23); rearranjo no MLL

-5 ou del(5q); -7; anormalidades(17p); cariotipo complexo#
*Inclui todas as LMAs com cari6tipo normal, com exce¢do dos casos incluidos no grupo
favoravel
#Trés ou mais anormalidades cromossémicas

O refinamento da estratificacdo do progndstico dos pacientes de cariotipo normal
é particularmente importante devido ao fato de representarem cerca de 40-50% dos casos
e de apresentarem resposta heterogénea a terapia. Para pacientes adultos com idade
inferior a 60 anos essa categorizacdo € primariamente utilizada para guiar o protocolo
terapéutico a ser escolhido apds a primeira remissdo (Bejar et al. 2014).

Em 2017, o ELN realizou modificacdes na estratificacdo de risco em LMA que
permitiu um refinamento da estratificacdo do progndstico dos pacientes com risco
intermediario. O ELN 2017 levou em consideragdo o progndéstico conferido por seus
cariotipos e mutagdes nos genes CEBPA, NPM1, ASXL1, TP53 e RUNX1 e FLT3-ITD.
Estudos recentes tém demonstrado que LMA com mutacdo no NPM1 ou mutacdes
bialélicas de CEBPA, na presenca de alteracdes cromossdmicas coexistentes parecem nao
modificar o efeito progndstico da doenga. O risco da mutacdo no NPM1 é avaliado de
acordo com a carga alélica do FLT3-1TD pelo ELN 2017. A mutacdo no NPM1 confere
um progndstico favoravel na auséncia do FLT3-1TD ou FLT3-ITD com uma razdo alélica
baixa (<0,5). Pacientes com auséncia da mutacdo no NPM1 e FLT3-ITD com uma razéo
alélica baixa (<0,5) foram definidos como grupo de risco intermediério. Pacientes com a
mutagdo no NPM1 e FLT3-ITD com razdo alélica alta (>0,5) também foram incluidos no
grupo de risco intermediario. Em contraste, a LMA com auséncia da muta¢do no NPM1

e FLT3-ITD com uma razao alélica alta (>0,5) confere um prognostico ruim. Uma nova
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categoria de risco citogenético foi proposta para distinguir particularmente um risco
desfavoravel de LMA, que € o cariotipo monossomal. O cariétipo monossomal € definido
pela presenca de uma Unica monossomia (excluindo a perda isolada dos cromossomos
sexuais) em associacdo com pelo menos uma monossomia adicional ou anormalidade
cromossOmica estrutural (na auséncia de t(8;21), inv(16) ou t(16;16), e t(15;17)) (Déhner
et al. 2017). A 1(9;22)(934.1;g11.2) com fuséo génica BCR::ABL1 foi incluida no grupo
de risco desfavoravel pelo ELN 2017. Mutagdes em TP53 estdo associadas ao cariétipo
complexo, cariétipo monossomal e aneuploidias cromossémicas especificas (-5/-5q e -7/-
7q9) e estdo relacionada a um prognoéstico ruim. A mutacdo em TP53 e o caridtipo
complexo sdo preditores independentes de pior progndstico em LMA e a coocorréncia
dessas alteracdes esta relacionada com um pior desfecho. Mutagfes em RUNX1 estdo
relacionadas a caracteristicas desfavoraveis como a idade, a coocorréncia de mutagoes e
distdrbio mieloide anterior e apresentam um pior prognostico. Mutagfes em ASXL1 sdo
mais comuns em pacientes idosos e estao relacionadas a um pior prognostico (Déhner et
al. 2017)(Mrozek, Heerema, and Bloomfield 2004)(Ddhner et al. 2010)(Tavor et al.
2011). O ELN 2017 classifica os pacientes em trés grupos de risco de acordo com as

alterac@es citogenéticas e mutacdes (Tabela 3).

Tabela 3. Estratificacéo de risco pelo ELN 2017 de acordo com as alteragfes genéticas

Categoria de risco Anormalidades genéticas

Favoravel t(8;21)(g22;922.1); RUNX1::RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB::MYH11
Mutacdo no NPML1 e auséncia de FLT3-ITD ou FLT3-ITD com
razéo alélica baixa (<0,5)
Mutacdo bialélica do CEBPA

Intermediério Mutacdo no NPM1 e FLT3-ITD com uma razio alélica alta (>0. 5)
NPM1 selvagem e auséncia de FLT3-ITD ou FLT3-1TD com razéo
alélica baixa (<0,5)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3::KMT2A
AlteracOes citogenéticas ndo classificadas como favoraveis ou alto
risco

Desfavoravel t(6;9)(p23;934.1); DEK::NUP214
t(v;11923.3); rearranjos no KMT2A
1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR::ABL1
inv(3)(q21.3g26.2) or t(3;3)(921.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)
-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)
Caridtipo complexo, cariétipo monossomal
NPML1 selvagem e FLT3-1TD com uma razio alélica alta (> 0,5)
Mutagdo RUNX1
Mutacdo ASXL1
Mutagdo TP53
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A estratificacdo de risco da LMA pelo ELN 2017 (Do6hner et al. 2017) é
amplamente utilizada, no entanto, em paises de baixa e média renda, a sua aplicabilidade
é limitada devido a falta de informacgéo citogenética e molecular ao diagndstico. A
estratificacdo de risco genético teve um aumento na complexidade e custos e ainda é
indisponivel para muitos servicos de saide. Um grupo de pesquisadores propés uma
alternativa para a estratificacdo de risco em LMA denominada de risco genético adaptado
(Adapted Genetic Risk [AGR]) que permite a avaliacdo do risco na auséncia de dados
citogenéticos ou moleculares. Pacientes com o cari6tipo inconclusivo que apresentarem
auséncia das mutacbes no NPM1, CEBPA e FLT3-ITD e auséncia das fusdes
RUNX1::RUNX1T1 e CBFB::MYH11 pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo
classificados como grupo intermediario pelo AGR; estes pacientes apresentariam falha
na estratificacdo pelo ELN 2010 e ELN 2017. O AGR permite a estratificacdo de risco
através de mutacdes isoladas que apresentem cariétipo normal ou alteragdo citogenética
desconhecida ou cariotipo inconclusivo (Silveira et al. 2020). O AGR classificou os
pacientes com LMA em trés grupos de risco de acordo com o cariétipo e mutacdes no
NPM1, CEBPA e FLT3-ITD (Tabela 4).
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Tabela 4. Estratificacdo de risco pelo AGR de acordo com as alteracdes genéticas

Categoriade risco  Anormalidades genéticas

Mutacdo no NPM1 com auséncia de FLT3-ITD (cariotipo normal ou
alteracdo citogenética desconhecida ou cari6tipo inconclusivo)

Mutacdo bialélica no CEBPA (cari6tipo normal ou alteragdo
. citogenética desconhecida ou cariotipo inconclusivo)
Favoravel

1(8:21)(q22;922); RUNX1::RUNX1T1

inv(16)(p13.1;922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB::MYH11

Mutacdo no NPM1 sem a avaliagdo do FLT3-1TD (cariétipo normal ou
alteracdo citogenética desconhecida ou cari6tipo inconclusivo)

Intermediario  t(9;11)(p21.3;423.3); MLLT3::KMT2A

Caridtipo normal ou alteracBes citogenéticas ndo classificadas como
risco favoravel ou desfavoravel
inv(3)(q21.3;026.2) ou t(3;3)(q21.2;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)

t(6;9)(p23;934.1); DEK::NUP214
t(v;11923.3); KMT2A rearranged
1(9;22)(g34.1;q11.2): BCR::ABL1

Desfavoravel Aneuploidia que define prognéstico desfavoravel ou caridtipo
complexo ou caridtipo monossomal (NPM1, FLT3-ITD e CEBPA

inconclusivos ou desconhecidos)

Mutagdo FLT3-ITD (auséncia da mutagdo NPM1 ou resultado
inconclusivo do NPM1, cariétipo normal ou alteracdo citogenética

desconhecida ou cari6tipo inconclusivo

1.3 Leucemia promielocitica aguda

A leucemia promielocitica aguda (LPA) é morfoldgica, clinica e
citogeneticamente um subtipo distinto de LMA, caracterizado pela presenca da t(15;17),
um acumulo de promielécitos anormais na medula dssea e/ou sangue periférico e riscos

de coagulopatias. A LPA necessita de um diagnéstico rapido, visto que apresenta
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caracteristicas como a coagulopatia grave, a qual pode induzir a complicagdes
tromboticas e hemorragicas e terapia especifica. Cerca de 80 a 90% dos pacientes
apresentam durante o diagnéstico alguma sindrome hemorrégica e aproximadamente 3%
dos pacientes morrem em consequéncia de hemorragia, antes do inicio do tratamento.
Aproximadamente 98% das LPAs apresentam a translocacdo cromossdémia reciproca
t(15;17)(922;921) com fusdo génica PML::RARA durante o diagnéstico. O PML::RARA
interrompe o processo de diferenciacdo das células mieloides, bloqueando a maturagédo
mieloide no estagio de promieldcitos. Métodos laboratoriais tém sido empregados em
conjunto para definir o diagndstico de LPA, como hemograma, mielograma, bidpsia de
medula dssea, citometria de fluxo, citogenética convencional e molecular e reagdo em
cadeia da polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR) (Miguel A. Sanz et al. 2009)(De
La Serna et al. 2008).

Duas variaveis sdo avaliadas para a definicdo do risco em LPA, sendo a contagem
de leucdcitos e a contagem de plaquetas, o0 que permite estratificar os pacientes em trés
grupos de risco: baixo risco: leucocitos <10x10%L e plaquetas >40x10%L; risco
intermediario: leucdcitos <10x10%L e plaquetas <40x10%L; e alto risco: leucécitos
>10x10%L. Nos ultimos anos, o curso clinico da LPA tem sido modificado de uma
leucemia aguda fatal para um dos subtipos mais curdveis de leucemia aguda. Este
progresso da doenca foi atribuido aos avangos notaveis em seu tratamento com a
introducéo de agentes terapéuticos que atuam diretamente na lesdo molecular como o
acido all-Trans-Retinoico (ATRA) e o trioxido de arsénico (ATO), que é uma terapia
celular baseada na diferenciacéo e apoptose (Miguel A. Sanz et al. 2009)(De La Serna et
al. 2008)(M. A. Sanz et al. 2000).

Dessa forma, justifica-se por meio desse estudo, a avaliacdo das alteragcOes
citogenéticas e seu impacto clinico em pacientes adultos jovens e idosos com diagndstico
de LMA do HC FMRP USP. A disponibilidade da técnica de citogenética e analise das
mutacOes para pacientes com doencas hematoldgicas ainda € pouco difundida em
instituicdes no Brasil, 0 que denota a importancia da avaliacdo do impacto progndstico

de alteracOes genéticas em um centro de referéncia.



OBJETIVOS



35

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as alterac@es citogenéticas e seu impacto clinico em pacientes adultos jovens e
idosos com diagndstico de LMA do HC FMRP USP.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a citogenética convencional em pacientes com LMA,;

e Comparar as anormalidades citogenéticas em pacientes com LMA
estratificados de acordo com a idade: <60 anos ¢ >60 anos;

e Avaliar o impacto progndstico de fatores demograficos, clinicos,

citogenéticos e moleculares nos desfechos clinicos de pacientes com LMA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HC FMRP-USP (ANEXO 1).

Foi realizado a avaliacdo de 154 pacientes (maior ou igual a 18 anos) consecutivos
diagnosticados com LMA entre janeiro de 2014 a setembro de 2021 no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC
FMRP-USP). As amostras de medula 6ssea ou sangue periférico dos pacientes incluidos
no estudo foram submetidas a cariétipo convencional no Laboratério de Citogenética do
Laboratorio de Hematologia do HC FMRP USP. A coleta de dados demograficos, clinicos
e laboratoriais foi realizada por meio de revisdo de prontuarios médicos fisicos e/ou
eletronicos, e as andlises de citogenética convencional de todos os pacientes foram
realizadas pela autora e revisada pela orientadora deste trabalho. Os dados dos rearranjos
e mutacgdes definidos pela analise de biologia molecular foram coletados dos prontuarios
dos pacientes.

As LMAs foram classificadas de acordo com a OMS. As LMAs ndo LPAs foram
estratificadas de acordo com os riscos definidos pelo MRC (D. Grimwade 2010), ELN
2010 (Ddéhner et al. 2010), ELN 2017 (sem considerar as mutacdes em RUNX1, ASXL1
e TP53) (Dohner et al. 2017) e AGR (Silveira et al. 2020). As LPAs foram classificadas
de acordo com a contagem de leucdcitos e a contagem de plaquetas (Miguel A. Sanz et
al. 2009).

Para os pacientes elegiveis a terapia curativa, o tratamento padrdo para LMA nao
LPA consiste em primeira inducdo com daunorrubicina (60 mg/m2/dia por 3 dias) e
citarabina (200 mg/m2/dia por 7 dias), segunda inducéo de remissé@o com daunorrubicina
(60 mg/m?/dia por 3 dias) e citarabina 2 g/m?/d por 6 dias), e dois ciclos de quimioterapia
de consolidagio. A primeira consolidacdo consiste em citarabina 2 g/m?/d por 6 dias. A
segunda consolidagdo consiste em quimioterapia com citarabina 2 g/m?/d por 6 dias, ou
TCTH autélogo, ou TCTH alogénico conforme disponibilidade de doador, estratificacdo
de risco da LMA e indicacdo clinica. O tratamento foi modificado para pacientes
especificos, a critério clinico. Os pacientes com LMA classificados como LPA receberam
tratamento com acido transretinoico (ATRA) e antraciclina (daunorrubicina) (Rego et al.
2013).
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Parametros demograficos avaliados incluiram idade e sexo. Parametros laboratoriais
avaliados foram parametros hematimétricos, albumina sérica, alteracGes citogenéticas e
moleculares, conforme disponiveis no prontuario méedico. Parametros clinicos avaliados
foram o diagnostico de LMA de novo, LMA secundaria (incluindo LMA secundéria a
neoplasia mieloproliferativa (NMP) e LMA secundaria a quimioterapia ou radioterapia),
terapia de inducdo curativa, transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH)
(autdlogo, alogénico com doador aparentado e ndo aparentado HLA idéntico, e alogénico
com doador haploidéntico), terapia final de consolidacdo (completa ou incompleta),

remissao, recidiva e 6bito.
3.2 Citogenética convencional

3.2.1 Cultivo celular

As amostras foram coletadas em seringa de 20 mL contendo de 1 a 2 mL de
heparina, com volume final de aproximadamente 3 a 5 mL. A amostra de medula dssea
foi submetida a uma contagem de células e foi semeado 1x107 células em 10 mL de meio
RPMI (Vitrocell, SP, BR), com 20% de soro bovino fetal (GIBCO, SP, BR) e 1%
Streptomicina/Penicilina sem estimulantes. Sempre que possivel, foram realizados, pelo
menos dois cultivos celulares para amostras de medula dssea, sendo um de curto prazo
(aproximadamente 24 horas) e um de longo prazo (aproximadamente 48 horas).
Excepcionalmente, em caso de puncdo seca de medula déssea, amostras de sangue
periférico contendo blastos foram submetidas a citogenética convencional e processadas
de forma idéntica as amostras de medula 6ssea. As culturas realizadas foram mantidas em

incubadora a 37°C com atmosfera Umida e 5% CO».

3.2.2 Processamento da amostra para a citogenética

Completado o tempo estipulado de cultura foram acrescentados 100 puL de
bloqueador de fuso mitético, Colcemid®, e as amostras foram incubadas em estufa de
CO2 a 37°C por 30 minutos adicionais. O bloqueador mitético colchicina (Colcemid™
10pg/mL KaryoMAX® [Gibco®, NY, EUA) é usado no método de citogenética para o
bloqueio de proteinas do fuso mitético e consequente obtencdo de células em diviséo
celular na fase de metafase. A concentracdo e o tempo de exposicdo ao bloqueador
mitotico influenciam diretamente no niumero de metéfases e o padrdo dos cromossomos.

Posteriormente, o material foi centrifugado, desprezando-se o sobrenadante e exposto a
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solucdo hipoténica (KCL 0,075 mol/L) por 16 minutos a 37°C. O material foi fixado em
solucdo de Carnoy (metanol e acido acético 3:1) e gotejado em laminas de vidro. As
laminas foram submetidas ao processo de envelhecimento (armazenadas em temperatura

ambiente por aproximadamente 24 horas) para a realizagdo das bandas cromossomicas.

3.2.3 Bandeamento G e analise do cariotipo

Apos o periodo de envelhecimento, as laminas representativas dos dois cultivos
celulares foram submetidas a técnica de bandeamento G, que é baseada em digestdo
enzimatica com tripsina (SIGMA), tampao fosfato e corante Wright’s eosine methylene
blue (MERCK). As metéfases foram analisadas ao microscopio Optico Zeiss AXIO
Imager 2 acoplado ao sistema de captura de imagem Applied Spectral Imaging (ASI) para
cariotipagem. Sempre que possivel, vinte metafases foram analisadas. A nomenclatura do
caridtipo convencional e as anormalidades cromossémicas foram descritas de acordo com
o Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogendmica Humana 2016 (An
International System for Human Cytogenenomic Nomenclature [ISCN 2016](McGowan-
Jordan, J., Simon, A. 2016).

Processamento da citogenética
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Figura 1. Imagem representativa do processamento realizado para o método de citogenética e obtencéao

de células em metafase.

3.3

Hibridizacgao in situ por fluorescéncia (FISH)
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Para a realizagdo da FISH em amostras especificas, foi utilizado sonda da
Cytocell® especifica para a dele¢do do TP53 e a metodologia foi realizada de acordo com
as instrugdes do fabricante. A técnica de FISH permite a deteccdo de anormalidades
cromossémicas menores (0,5kb), quando comparada a técnicas de bandamento
cromossémico convencional, como a banda G (2000-3000kb) (Levsky and Singer
2003)(Morrissette and Bagg 2011). O protocolo basico para a técnica de FISH consiste
em utilizar uma sequéncia de DNA de interesse marcada com sinal fluorescente, também
conhecida como sonda, para marcar uma sequéncia complementar em uma amostra
colocada em uma lamina previamente preparada, contendo nucleos interfasicos e/ou
metéfases. A sonda utilizada para o presente trabalho tem uma cobertura para o gene
TP53 localizado no 17p13.1, marcada em vermelho (filtro TEXASRED) e apresenta uma
cobertura na regido centromerica do cromossomo 17 marcada em verde (filtro FITC)
denominada de marcador. Com isso, em casos que ndo apresentem a delecdo do TP53,
sdo observados dois sinais vermelhos (TP53) e dois sinas verdes (marcador) como
ilustrado na Figura 2. Brevemente, a técnica de FISH foi realizada através de suspensoes
de células de medula 6ssea em fixador (metanol e &cido acético) obtidas através do
procedimento da técnica de citogenética convencional. Em cada lamina foi gotejado
aproximadamente 10 puL da suspensdo celular e as laminas foram envelhecidas em
temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas. As laminas foram imersas em
solucédo de 2xSSC e desidratadas em etanol (70, 85 e 100%). Foram aplicados 10 uL da
sonda na lamina contendo a amostra. Ap6s a aplicacdo da sonda, as laminas foram
expostas a uma temperatura de 75° C durante 2 minutos para o processo de desnaturagdo
da amostra e sonda. A hibridizacdo foi realizada em c&mara Umida a 37°C em
aproximadamente 16 horas. As lavagens pos-hibridizacdo foram realizadas com solucdes
0,4xSSC/0,3% TWEEN 20 a 72°C. A solucdo contrastante utilizada foi meio de
montagem para fluorescéncia com DAPI. As laminas foram analisadas em um
microscopio de fluorescéncia éptico Zeiss AXIO Imager 2 acoplado ao sistema de captura
de imagem Applied Spectral Imaging (ASI) equipado com filtros apropriados para 0s
diferentes fluorocromos (FITC, Texas Red, Acqua e DAPI). Foram analisadas 200 células
interfasicas e/ou metafasicas e as anormalidades cromossémicas foram descritas de
acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogendmica Humana 2016
(An International System for Human Cytogenenomic Nomenclature [ISCN 2016]
(McGowan-Jordan, J., Simon, A. 2016).
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Figura 2. Representacdo do sitio de hibridizacdo da sonda especifica para delecdo no TP53
no cromossomo 17. O painel a esquerda ilustra 0 cromossomo 17 e o nucleo em interfase com
a marcagdo do gene TP53 em vermelho e marcacdo do centrdmero do cromossomo 17
(marcador) em verde. O painel a direita ilustra o cromossomo 17 e nlcleo em interfase
indicando a delec¢do do TP53, com a auséncia da marcacdo vermelha em um dos cromossomos
17 e marcagédo centromérica (marcador) em verde em ambos 0Ss cromossomos.

3.4 Analises estatisticas

As varidveis continuas foram descritas como mediana, minimo e maximo. As
variaveis categoricas foram apresentadas como contagens e propor¢des. As andlises
descritivas foram realizadas utilizando o teste exato de Fischer ou teste de Chi-quadrado
para comparacao das proporcdes entre variaveis categoricas e o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para as variaveis continuas.

Para a andlise de desfecho, os pacientes foram distribuidos em quatro grupos de
acordo com caridtipo e terapia de inducdo curativa: (i) todos os pacientes do estudo
(n=154), (ii) todos os pacientes com LMA que realizaram terapia de inducdo curativa
(n=103), (iii) pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducédo curativa
(n=79) e (iv) pacientes com caridtipo normal que realizaram terapia de indugdo curativa
(n=30).

A sobrevida global foi calculada como a diferenga em meses entre a data de

diagnostico e a data da ultima avaliacdo. A sobrevida livre de evento foi calculada como
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a diferenga em meses entre a data da remissao completa e a data da recidiva ou a data da
Gltima avaliacdo, considerando a recidiva ou o 6bito como evento. A sobrevida livre de
evento foi avaliada apenas para o grupo de pacientes com LMA né&o LPA que realizaram
terapia de inducdo curativa (grupo iii) e que atingiram remisséo completa.

Os pacientes que ndo apresentaram 0s eventos foram censurados na ultima
notificacdo de que estavam vivos e/ou livres de doenca. A remissao completa foi definida
com o aspirado de medula 6ssea com menos de 5% de blastos. As curvas de sobrevida
foram estimadas usando Kaplan-Meier e comparag6es entre 0s grupos com o teste de log-
rank. O modelo multivariado de riscos proporcionais de Cox foi utilizado para definir
varidveis associadas com a sobrevida global e sobrevida livre de evento. A significancia
estatistica foi definida como valor de P <0,05.

Os testes de estatistica foram realizados com auxilio dos programas Stata Statistic
/Data analysis verséo 12 (Stata Corp, EUA), GraphPad Prism 5 (Prism, EUA) e R versao
4.1.1.
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4 RESULTADOS

Foi realizada a avaliacdo de 154 pacientes adultos jovens e idosos que foram
diagnosticados com LMA, incluindo LPA, entre os anos de 2014 e 2021. Os pacientes
apresentaram idade >18 anos. O diagnostico dos pacientes foi realizado de acordo com a
OMS (Steven Swerdlow, Elias Campo 2017). De um total de 154 pacientes com LMA,
130 (84%) foram classificados como LMA ndo LPA e 24 (16%) foram classificados como
LPA. O cariotipo apresentou resultado conclusivo em 137/154 (89%) pacientes e um
resultado inconclusivo (auséncia de metafases para a analise) em 17/154 (11%) pacientes.
Para as amostras que apresentaram um resultado conclusivo, o cariétipo foi normal em
53/137 (39%) pacientes e alterado em 84/137 (61%) pacientes (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma representando os pacientes do estudo.

Foi realizada a avaliacdo de pacientes adultos jovens <60 anos (n=78) e de
pacientes idosos >60 anos (n=76). N&o houve diferenga significativa na distribui¢do do
sexo, nos indices hematimétricos e % de blastos na medula dssea entre 0s pacientes
adultos jovens e idosos (P>0,05). Os valores da albumina foram significativamente
menores no grupo de idosos quando comparado ao grupo de adultos jovens (P=0.0007)
(Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas demograficas e laboratoriais dos pacientes do estudo
Total (n=154) <60 anos (n=78) >60 anos (n=76) Valor de P
Sexo, n(%b)

Masculino 81 (53%) 36 (46%) 45 (59%)

Feminino 73 (47%) 42 (54%) 31 (41%) 0.15%
Idade* 59 (20-89) 47 (20-59) 70 (60-89)

Contagem hematimetrica*

Hb (g/dL) 8 (3,9-13,5) 8 (3,9-13,5) 8,5 (4,5-12,6) 0.77%

Leuco (x10%L) 7,5(0,3-318,9) 7,9 (0,3-318,9) 6,05 (0,3-288,5) 0.62%

Neutro (x10%/L) 1,1 (0-69,9) 1,1 (0-52,8) 1 (0-69,9) 0.91%

PIt (x10%L) 48,5 (1-500) 45,5 (3-500) 50 (1-390) 0.63%

% blastos 32 (0-100) 34,5 (0-100) 32 (0-97) 0.99%
% blastos MO* 63 (14-100) 73 (14-100) 57 (14-97) 0.07*
Albumina* 3,7 (2,3-5) 3,9 (2,4-4,9) 3,6 (2,3-5) 0.0007*
Abreviacdes: N, nimero de pacientes na populacdo; (%), porcentagem; MO, medula 6ssea; Hb,
hemoglobina; Leuco, leucocitos; Neutro, neutrofilos; Plt, plaquetas;

“mediana (minimo — maximo).
tteste exato de Fisher
#teste de Mann-Whitney

4.1  Classificacdo das LMAs de acordo com a OMS

De acordo com a OMS (Steven Swerdlow, Elias Campo 2017), os pacientes do
nosso estudo foram classificados em LMA com t(15;17), LMA com t(8;21), LMA com
inv(16), LMA com mutacdo no NPM1, LMA com mutacdo no CEBPA, LMA com t(6;9),
LMA com t(9;11), LMA com t(9;22), LMA com alteracbes mielodisplasicas, LMA ndo
classificada, LMA secundaria a neoplasia mieloproliferativa (NMP), neoplasia mieloide
relacionada a terapia e Sarcoma mieloide. As anormalidades citogenéticas permitiram
classificar 40 pacientes no subgrupo “LMA com anormalidades genéticas recorrentes” e
13 pacientes no subgrupo “LMA com altera¢des mielodisplasicas”. Em 18 pacientes a
defini¢do da classificagdo “LMA com alteragdes mielodisplasicas” foi definida de acordo
com os achados morfoldgicos dos pacientes. De acordo com os critérios da OMS, 28
pacientes foram classificados de acordo com as mutagdes em NPM1 e CEBPA, 4
pacientes apresentaram LMA secundaria a NMP, 6 pacientes apresentaram LMA
relacionada a terapia, 1 paciente foi classificado como sarcoma mieloide e 44 pacientes

foram definidos como LMA néo classificada (Tabela 6).
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Tabela 6. Classificagdo da LMA de acordo com a OMS

Total (n=154)

<60 anos (n=78)

>60 anos (n=76)

OMS, n(%)

LMA com t(15;17) 24 (16%) 18 (23%) 6 (8%)
LMA com t(8;21) 2 (1,05%) 2 (3%) 4]

LMA com inv(16) 8 (5%) 6 (8%) 2 (3%)
LMA com mutacdo no NPM1 24 (16%) 12 (15%) 12 (15%)
LMA com mutacdo no CBPA 4 (3%) 4 (5%) 1]

LMA com t(6;9) 1 (0,5%) 1 (1%) 4]

LMA com t(9;11) 1 (0,5%) @ 1 (1%)
LMA com t(9;22) 4 (2%) 1 (1%) 3 (4%)
LMA com alteracGes 31 (20%) 6 (8%) 25 (33%)
mielodisplasicas

LMA ndo classificada 44 (28%) 22(28%) 22 (29%)
LMA secundéria a NMP 4(3%) 2 (3%) 2 (3%)
Neoplasia mieloide relacionada a 6(4%) 3 (4%) 3 (4%)
terapia

Sarcoma mieloide 1 (0,5%) 1 (1%) 14

Abreviacoes: LMA, leucemia mieloide aguda; N, nimero de pacientes na populacdo; (%), porcentagem;
OMS, Organiza¢do Mundial da Salde; t, translocacéo; inv, inversdo; @, nenhum paciente foi definido pela

classificacdo indicada.

Por meio de andlise do cari6tipo, foram definidos 7 subtipos de LMA: LMA com
at(15;17) [n=24, figura 4], LMA com a t(8;21) [n=2, figura 5], LMA com inv(16) [n=8,
figura 6], LMA com t(6;9) [n=1, figura 7], LMA com a t(9;11) [n=1, figura 8], LMA
com a t(9;22) [n=4, figura 9] e LMA com altera¢des mielodisplésicas [n=13, figura 10].

A caracterizacdo completa de dois casos de LMA com a t(9;22) foi reportado em formato

de manuscrito (da Silva et al. 2017).
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Figura 4. O cari6tipo convencional indicou a t(15;17): 46,XY,t(15;17)(g22;g21). As setas indicam 0s
pontos de quebra dos cromossomos 15 e 17.
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Figura 5. O cari6tipo convencional indicou a t(8;21): 46,XX,t(8;21)(g22;922.1). As setas indicam 0s
pontos de quebra dos cromossomos 8 e 21.
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Figura 6. O cariétipo convencional indicou a inv(16): 46,XY, inv(16)(p13.1q22). As setas indicam 0s
pontos de quebra da inversdo pericéntrica no cromossomo 16.

gs B8 &g T
" %% &8 n B 22 B

u ao u w8 qg: 8

e 0% & & "
X

19 20 21 22

Figura 7. O caridtipo convencional indicou a t(6;9): 46,XX, t(6;9)(p23;g34.1). As setas indicam os
pontos de quebra dos cromossomos 6 e 9.
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Figura 8. @] cariétipo convencional indicou a 1(9;11):
47,XY,+der(1)t(1;19)(p13;p13.1),t(9;11)(p21.3;923). As setas indicam o0s pontos de quebra dos
cromossomos 1 e 19 e 0s pontos de quebra dos cromossomos 9 e 11.
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Figura 9. Cari6tipo convencional indicou caridtipo tetraploide com a t(9;22): 92<4n> XXXX,-4,-5,+6,-7,-11,+12,-13,-14,+15,-17,-
21,t(9;22)(g34q11)x2. As setas indicam os pontos de quebra dos cromossomos 9 e 22.
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Figura 10. Imagem representativa de uma das anormalidades cromossdmicas que definem o subtipo “LMA com
alteracbes mielodisplasicas. O caridtipo convencional indicou a 46,XY,i(17)(q10); a seta indica a anormalidade no
cromossomo 17 (painel superior). A FISH indicou a delecdo do TP53 em uma célula em metafase (painel inferior a
esquerda) e em um nucleo em interfase (painel inferior a direita).
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4.2  Anormalidades cromossdémicas de acordo com o0 MRC 2010

Oitenta e quatro (61%) pacientes apresentaram um resultado do cariotipo alterado. As
anormalidades cromossémicas foram distribuidas de acordo com o MRC 2010 (D.
Grimwade 2010). No presente estudo, identificamos 14 grupos de pacientes de acordo
com as alteragcbes do caridtipo, sendo: t(15;17), t(8;21), inv(16), normal, outras
anormalidades, t(9;11), del(5q), del(7q), -7, t(6;9), t(9;22), anormalidade em 17p,
caridtipo complexo e cariotipo tetraploide. As anormalidades citogenéticas foram
descritas em toda a coorte, em adultos jovens <60 anos, e em idosos >60 anos. Para 0
grupo de adultos jovens (n=78), o cari6tipo foi normal em 23/78 (29%), alterado em 47/78
(60%) pacientes e 9/78 (11%) pacientes apresentaram um resultado inconclusivo. Para 0s
pacientes idosos >60 anos (n=76), 0 cariotipo foi normal em 30/76 (40%), alterado em
37176 (49%) pacientes e 8/76 (11%) apresentaram um resultado inconclusivo. A
distribuicdo das anormalidades citogenéticas estd indicada na Tabela 7. A descricao
detalhada das anormalidades cromossémicas numéricas e estruturais, assim como das

translocagOes estdo indicadas nas Tabelas 8 - 9.

Tabela 7. Anormalidades cromossémicas de acordo com o MRC 2010

Categoria Total <60 anos >60 anos
Normal 53 23 30
Outras anormalidades 18 9 9
t(15;17) 24 18 6
1(8;21) 2 2 ]
inv(16) 8 5 3
del(5q) 1 0 1
del(7q) 3 2 1
-7 2 0 2
t(6;9) 1 1 0
t(9;11) 1 0 1
1(9;22) 4 1 3
Anormalidade em 17p 2 1 1
Complexo 15 6 9
Tetraploide 3 2 1




Tabela 8. Descri¢do das anormalidades cromossémicas numéricas e estruturais definidas pela

citogenética convencional
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Cromossomo
1

10

11

12

13

14

15
16

17

18

19

20

21

Alteracéo
add(1p)
del(1q)

Trissomia do 1
del(2p)
Trissomia 2
isocromossomo(2)
Monossomia 2
del(3q)
inv(3p)
Monossomia 4
Trissomia 4
del(5q)
Monossomia 5
Trissomia 6
Isocromossomo 6
del(6q
del(7q)
Monossomia 7
add(7p)
add(7q)
Trissomia 8
Monossomia 8
add(9q)
del(9q)
del(10q)
add(11q)
add(11p)
Monossomia 11
Trissomia 11
del(11q)
del(12p)
Monossomia 12
Trissomia 12
Monossomia 13
del(13q)
Monossomia 14
Trissomia 15
inv(16)
Monossomia 16
add(16p)
add(16q)
Isocromossomo 17
Monossomia 17
del(17p)
add(17p)
Monossomia 18
Monossomia 19
Trissomia 19
add(19q)
Monossomia 20
Trissomia 20
del(20q)
add(20q)
Monossomia 21
Trissomia 21
Monossomia 22
-X

NuUmero de pacientes
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Tabela 9. Descricéo das translocacdes definidas pela citogenética convencional dos pacientes do
estudo.

Translocacdo Numero de pacientes
Incorporadas na classificacdo de LMA pela OMS

t(6;9)

t(8;21)

t(9;11)

t(9;22)

t(15;17)

Outras translocagdes

t(1;9)

t(1;19)
t(3;7)
t(3;9)

t(3;11)

t(3;12)

t(4;12)

t(4:17)

t(7;13)

t(7;18)

t(8;16)

(9;12)

t(10;11)

t(17;18)

N B N R

T e e Y S e = N N S = O ) T

[EY

Abreviagdes: LMA, leucemia mieloide aguda; OMS, Organizacdo Mundial da Salde; t, translocagdo

4.3  Estratificacéo de risco genético das LMAs

A estratificacdo de risco das LMAs foi realizada de acordo com 4 grupos de risco:
risco citogenetico pelo MRC 2010, ELN 2010, ELN 2017 e pelo AGR (D. Grimwade
2010)(Dohner et al. 2010)(Dohner et al. 2017)(Silveira et al. 2020). Os grupos ELN 2010,
ELN 2017 e AGR definem grupos de risco das LMAs ndo LPAs. O grupo de risco
citogenético de acordo com o MRC 2010 inclui as LPAs na estratificacdo de risco. O
risco citogenético (MRC 2010), baseado na analise do cari6tipo, classificou 34/154 (22%)
pacientes como risco favoravel, 73/154 (47%) como risco intermediario, 30/154 (20%)
como risco desfavoravel e 17/154 (11%) apresentaram falha na estratificacdo por
apresentarem auséncia de metafases para a analise. A estratificacdo de risco pelo ELN
2010 foi realizada de acordo com o cari6tipo e mutagdes em NPM1, CEBPA e FLT3-
ITD. O ELN 2010 apresentou 26/130 (20%) pacientes com o risco favoravel, 45/130
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(35%) com o risco intermediario, 31/130 (24%) com o risco desfavoravel e 28/130 (21%)
com falha na estratificacdo. Para a avaliacdo do risco do ELN 2017 foi avaliado o
caridtipo e as mutacdes disponiveis no Laboratorio de Hematologia de nossa instituicao:
mutagdes em NPM1, CEBPA e a avaliagdo da carga alélica do FLT3-ITD. O ELN 2017
classificou 39/130 (30%) pacientes como risco favoravel, 39/130 (30%) pacientes como
risco intermediario, 32/130 (25%) pacientes como risco desfavoravel e 20/130 (15%)
pacientes apresentaram falha. A classificacdo de risco do AGR foi realizada de acordo
com o cariétipo e mutaces em NPM1, CEBPA e FLT3-ITD conforme disponivel e
classificou 36/130 (28%) pacientes como risco favoravel, 52/130 (40%) como risco
intermediario, 39/130 (30%) como risco desfavoravel e 3/130 (2%) pacientes

apresentaram falha na estratificacdo (Figura 11).

Estratificagdo de risco genético das LMAs
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Figura 11. Sumério da estratificacdo de risco das LMAs de acordo com o Medical Research Council
(MRC) 2010, European Leukemia Net (ELN) 2010, ELN 2017 e Adapted Genetic Risk (AGR).

A estratificacdo de risco genético das LMAs foi realizada de acordo com 4 grupos
de risco (risco citogenético pelo MRC 2010, ELN 2010 e 2017 e pelo AGR) e distribuida
de acordo com a idade. Nao houve diferenca significativa para a estratificacdo de risco
pelo ELN 2010, ELN 2017 e AGR entre o grupo de adultos jovens <60 anos e idosos >60
anos (P>0,05). O grupo de risco favoravel definido pelo risco citogenético MRC 2010 foi
significativamente menor para o grupo de pacientes idosos >60 anos quando comparado

ao grupo de pacientes adultos jovens <60 anos (P=0,0078) [Tabela 10].
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Tabela 10. Estratificacdo de risco das LMAs de acordo com o grupo de risco e a idade

Total <60 anos >60 anos p*
MRC 2010, n(%b)
Favoravel 34 (25%) 25 (36%) 9 (13%)
Intermediario 73 (53%) 31 (45%) 42 (62%)
Desfavoravel 30 (22%) 13 (19%) 17 (25%) 0,01
ELN 2010, n(%)
Favoravel 26(25%) 15 (29%) 11 (22%)
Intermediario 45 (44%) 23 (44%) 22 (44%)
Desfavoravel 31 (31%) 14 (27%) 17 (34%) 0,64
ELN 2017, n(%)
Favoravel 39 (35%) 21 (38%) 18 (33%)
Intermediario 39 (35%) 20 (36%) 19 (35%)
Desfavoravel 32 (30%) 15 (26%) 17 (32%) 0,84
AGR
Favoravel 36 (28%) 19 (31,5%) 17 (25%)
Intermediario 52 (41%) 22 (37%) 30 (45%)
Desfavoravel 39 (31%) 19 (31,5%) 20 (30%) 0,61

Abreviacoes: LMA, leucemia mieloide aguda; LPA, leucemia promielocitica aguda; N, nimero de
pacientes na populacédo; (%), porcentagem; MRC, Medical Research Council; ELN, European Leukemia
Net; AGR, Adapted Genetic Risk;

* teste X2

O MRC apresentou risco favoravel para 25 pacientes com <60 anos e 9 pacientes
> 60 anos; risco intermediario para 31 pacientes <60 anos e 42 pacientes > 60 anos; risco
desfavoravel para 13 pacientes com idade <60 anos e 17 pacientes >60 anos; e falha para
9 pacientes <60 anos e 8 pacientes >60 anos. O ELN 2010 apresentou risco favoravel para
15 pacientes <60 anos e 11 pacientes > 60 anos; risco intermediario para 23 pacientes <60
anos e 22 pacientes >60 anos; risco desfavordvel para 14 pacientes <60 anos e 17
pacientes >60 anos; e falha para 8 pacientes <60 anos e 20 pacientes >60 anos. O ELN
2017 apresentou risco favoravel para 21 pacientes <60 anos e 18 pacientes >60 anos; risco
intermediario para 20 pacientes <60 anos e 19 pacientes > 60 anos; risco desfavoravel
para 15 pacientes <60 anos e para 17 pacientes >60 anos; e falha para 4 pacientes <60
anos e 16 pacientes >60 anos. O AGR apresentou risco favoravel para 19 pacientes <60
anos e 17 pacientes > 60 anos; risco intermediario para 22 pacientes <60 anos e 30
pacientes > 60 anos; risco desfavoravel para 19 pacientes <60 anos e 20 pacientes >60

anos; e falha para 3 pacientes >60 anos (Figura 12).
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Figura 12. Estratificacdo de risco das LMAs distribuidas de acordo com a idade. (A) Grupo de risco
citogenético MRC 2010. (B) Grupo de risco ELN 2010. (C) Grupo de risco ELN 2017. (D) Grupo de risco AGR.

4.4  Estratificacdo de risco das LPAs
As LPAs foram classificadas como risco favoravel, risco intermediario e risco
desfavoravel (Miguel A. Sanz et al. 2009) de acordo com a contagem de leucécitos e

plaquetas (Tabela 11).

Tabela 11. Estratificacéo de risco das LPAs (n=24)

Grupo de risco Total 18 a 59 anos >60 anos

Favoravel 7 (29%) 4 (22%) 3 (50%)
Intermediario 9 (38%) 9 (50%) 1]

Desfavoravel 8 (33%) 5 (28%) 3 (50%)

Abreviagbes: LPA, leucemia promielocitica aguda; N, nimero de pacientes na populagdo; (%),
porcentagem.

4.5 Analises para desfechos clinicos de pacientes com LMA
Para a analise de desfecho, os pacientes foram distribuidos em quatro grupos de

acordo com caribtipo e terapia de inducdo curativa: (i) todos os pacientes do estudo
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(n=154), (ii) todos os pacientes com LMA que realizaram terapia de inducdo curativa
(n=103), (iii) pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducdo curativa
(n=79) e (iv) pacientes com cariétipo normal que realizaram terapia de indugéo curativa
(n=30). A sobrevida livre de evento foi avaliada apenas para o grupo de pacientes com
LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducdo curativa (n=61) (grupo iii). A
distribuicdo dos dados demogréficos, clinicos, laboratoriais, citogenéticos e moleculares

de cada grupo analisado estdo detalhados na Tabela 12.



58

Tabela 12. Distribuicéo dos dados demograficos, clinicos, laboratoriais, citogenéticos e moleculares
nos quatro grupos avaliados para desfecho

Pacientes que receberam terapia curativa

Variaveis

Sexo
Feminino
Masculino
Idade”
Idade
>60
<60
Lecdcito”
Leucdcito
>50 x10% L
<50 x10%/L
Leucocito
>100 x10° /L
<100 x10° /L
Neutrofilo*
Hemoglobina*
Contagem de plaguetas”
% blastos MO*
Albumina #
Albumina
<3,8g/dL
>3,8g/dL
N&o avaliado
FLT3ITD
AUSENTE
PRESENTE
Nao avaliado
Mutacado NPM1
AUSENTE
PRESENTE
N&o avaliado
PML-RARA (t(15;17)
AUSENTE
PRESENTE
MUTAGCAO BIALELICA
CEBPA
AUSENTE
PRESENTE
Nao avaliado

RUNX1-RUNX1TL1 - t(8;21)

AUSENTE
PRESENTE
Néao avaliado
CBFB-MYH11 (inv16)
AUSENTE
PRESENTE
N&o avaliado
Terapia curativa
Né&o
Sim
TCTH
Néao
Sim

Todos 0s
pacientes

n=154 (%)

73(47)
81(53)
59(20-89)

76(49)
78(51)
7,5(0,3-318,9)

36(23)
118(77)

17(11)
137(89)
1,1 (0-69,9)
8 (3,9-13,5)
48,5 (1-500)
63 (14-100)
3,7 (2,3-5)

77(50)
70(45)
07(5)

100(65)
17(11)
37(24)

83(54)
27(18)
44(28)

130(84)
24(16)

48(31)
04(3)
102(66)

117(76)
02(1)
35(23)

109(71)
08(5)
37(24)

51(33)
103(67)

121(79)
33(21)

Todos os
pacientes

n=103 (%)

52(51)
51(49)
51(20-69)

26(25)
77(75)
7,7(0,3-318,9)

23(22)
80(78)

09(09)
94(91)
1(0-52,8)
8,1(3,9-13,5)
48(3-500)
74(14-100)
3,85(2,4-4,9)

45(44)
54(52)
04(4)

65(82)
14(18)
0

58(56)
16(16)
29(28)

79(77)
24(23)

45(44)
04(4)
54(52)

78(76)
01(1)
24(23)

72(70)
06(6)
25(24)

0
103 (100)

70(68)
33(32)

LMA ndo LPA

n=79 (%)

42(53)
37(47)
50(20-68)

20(25)
59(75)
10,5(0,3-318,9)

17(22)
62(78)

09(11)
70(89)
1,3(0-49,6)
8(3,9-12,3)
48(3-500)
58(14-100)
3,82(2,4-4,7)

35(44)
43(55)
01(1)

65(82)
14(18)
0

58(73)
16(20)
05(7)

79(100)
0

45(57)
04(5)
30(38)

78(99)
01(1)
0

72(91)
06(8)
1(1)

0
79 (100)

46(58)
33(42)

LMA com
cariétipo
normal
n=30 (%)

13(43)
17(57)
51(21-65)

08(27)
22(73)
10(1-319)

07(23)
23(77)

04(13)
26(87)
2,05(0-30,9)
8,1(4,2-12)
46,5(8-500)
60(18-96)
3,85(2,5-4,7)

13(43)
16(54)
01(3)

22(73)
08(27)
0

20(66)
09(30)
01(4)

30(100)
0
0

17(57)
03(10)
10(33)

30(100)
0
0
30(100)
0
0

0
30 (100)

16(53)
14(47)
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Autélogo 13(38) 13(38) 13(38) 06(43)
Alogénico 20(62) 20(62) 20(62) 08(57)
Alogenico - doador
aparentado 13(65) 13(65) 13(65) 05(63)
Alogenico - doador néo
aparentado 01(5) 01(5) 01(5) 01(12)
Alogenico - doador
haploidentico 06(30) 06(30) 06(30) 02(25)
Risco citogenetico
Favoravel 34(22) 31(30) 07(9) 0
Intermediario 73(48) 45(44) 45(57) 30(100)
Desfavoravel 30(19) 18(17) 18(23) 0
Inconclusivo 17(11) 9(9) 9(11) 0

#mediana (minimo — maximo).

45.1 Sobrevida global em pacientes com LMA de acordo com fatores
demogréficos e laboratoriais

Inicialmente, todas as analises de sobrevida foram realizadas por meio de curvas
de sobrevida construidas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-
Rank. Cada variavel foi testada em todos os grupos de paciente, conforme apropriado.

De acordo com a estratificacdo por idade, pacientes idosos >60 anos apresentaram
uma pior sobrevida global quando comparados a pacientes adultos jovens <60 anos
(P=0,00089), quando todos os pacientes foram incluidos na analise (Figura 13 A). A
sobrevida global foi semelhante entre os pacientes >60 anos e < 60 anos para o grupo de
pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa e para o grupo de pacientes LMA
ndo LPA que realizaram terapia de inducdo curativa (Figura 13 B e C).

De acordo com a estratificacdo por contagem de leucdcitos totais, pacientes com
valores de leucdcitos totais > 50x10%L apresentaram um pior desfecho para a sobrevida
global quando a avaliagéo foi realizada para o grupo de todos os pacientes do estudo
(P<0,0001) (Figura 14 A) e para 0s pacientes que realizaram terapia de inducgéo curativa
(P=0,0051) (Figura 14 B), mas néo foi significativo para os pacientes com LMA ndo LPA
que realizaram terapia de inducdo curativa (Figura 14 C).

De acordo com a estratificacdo por valores de albumina, pacientes com albumina
sérica <3,8g/dL apresentaram uma pior sobrevida global no grupo que inclui todos os
pacientes (P =0,012) (Figura 15 A), no grupo de pacientes que realizaram terapia de
inducdo curativa (P =0,025) (Figura 15 B) e no grupo de pacientes com LMA ndo LPA
que realizaram terapia de inducdo curativa (P =0,00097) (Figura 15 C).
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A. Todos os pacientes do estudo
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2 v P & "

Namero de pacientes Tempo (meses)
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Tempo (meses)

C. Pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de indugdo curativa
faixa etdria <60
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Log-rank

Sobrevida global

p=0D67
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260
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Figura 13. Analise da sobrevida global de acordo com a faixa etaria. (A) todos os pacientes do estudo,
(B) pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa e (C) pacientes com LMA ndo LPA que
realizaram terapia de indug@o curativa. Pacientes >60 anos apresentaram um pior desfecho para a
sobrevida global quando foi avaliado todos os pacientes do estudo (P<0,05). As curvas de sobrevida
foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.



61

A. Todos os pacientes do estudo

WBC<50 x10%/L
WBC2 50 x10°/L

]

o

o

[

]

z

]

2 Logiank

8 o

[=] < i

a p <0,0001

®
Numero de pacientes Tempo (meses)

WEBC<50 “ " u 1 i 4 2 )
WBCE 50 3 ® [ 4 1 0 0 0 0

48 ) 7] o

Tempo (meses)

B. Todos os pacientes que realizaram terapia de indugio curativa

WBC<50 x10%/L

1.00
WBC2 50 x10%/L
® o075
Q2
K]
oo
]
T o050 - ey
> L H
2 iy
-
o ;
“wv 025 - —
g =0.0051
0.00
[ 12 24 36 48 60 72 84 9%
, . Tempo (meses)
Numero de pacientes

WBC<50 80 32 24 20 14 9 3 2 0
WBC2 50 23 5 5 3 1 0 0 0 0

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo (meses)
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Figura 14. Anélise da sobrevida global de acordo com a contagem de leucdcitos. (A) todos os
pacientes do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de indugdo curativa e (C) pacientes com LMA
ndo LPA que realizaram terapia de inducio curativa. Pacientes com contagem de leucocitos > 50x10%/L
apresentaram um pior desfecho para a sobrevida global para o grupo que incluiu todos os pacientes do
estudo e para o grupo de pacientes que receberam terapia de inducdo curativa (P<0,05). As curvas de
sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Figura 15. Andlise de sobrevida global de acordo com a albumina. (A) todos os pacientes do estudo,
(B) pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa, (C) pacientes com LMA ndo LPA que
realizaram terapia de indugdo curativa. Pacientes com valores de albumina <3,8 g/dL apresentaram um
pior desfecho para a sobrevida global nos trés grupos avaliados (P<0,05). As curvas de sobrevida foram
construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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4.5.2 Sobrevida global em pacientes com LMA de acordo com a citogenética

Foi realizada a avaliacdo do impacto da citogenética na sobrevida global. Para a
analise da categoria citogenética, as anormalidades cromossdmicas foram distribuidas em
cinco grupos: t(15;17), o grupo CBF que inclui a t(8;21) e inv(16), cariétipo normal,
outras anormalidades e o grupo que apresenta anormalidades que definem alto risco
(caridtipo complexo, cariétipo tetraploide, del(5q), del(7q),-7, anormalidades em 17p,
t(6;9) e t(9;22)). Foi observado diferenca significativa para a sobrevida global em relacéo
a categoria citogenética quando todos os pacientes do estudo foram incluidos na anélise.
Pacientes que apresentaram a categoria t(15;17) apresentaram um melhor desfecho para
a sobrevida global (P=0,038) (Figura 16 A). Nao foi observado diferenca significativa
para a sobrevida global em relacdo a categoria citogenética para 0s pacientes que
realizaram terapia de inducdo curativa (Figura 16 B) e para pacientes com LMA nao LPA
que realizaram terapia de indugéo curativa (Figura 16 C).
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Figura 16. Andlise de sobrevida global de acordo com a categoria citogenética. (A) todos os
pacientes do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de indu¢do e (C) pacientes com LMA ndo LPA
que realizaram terapia de induco. Pacientes com a categoria t(15;17) apresentaram um melhor desfecho
para a sobrevida global no grupo que incluiu todos os pacientes do estudo (P<0,05). As curvas de

sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-ank.
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De acordo com a estratificacdo de acordo com a presenca ou auséncia de cariétipo
complexo, pacientes com cariotipo complexo apresentaram uma pior sobrevida global no
grupo que inclui todos os pacientes (P =0,038) (Figura 17 A), e no grupo de pacientes
que realizaram terapia de inducdo curativa (P =0,048) (Figura 17 B). N&o foi observado
diferenca significativa na sobrevida global quanto ao cariétipo complexo para o grupo de

pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducéo (Figura 17 C).
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Figura 17. Andlise de sobrevida global de acordo com o cariétipo complexo. (A) todos os pacientes
do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de inducdo e (C) pacientes com LMA ndo LPA que
realizaram terapia de inducdo. Pacientes com o cari6tipo complexo apresentaram um pior desfecho para
a sobrevida global no grupo que incluiu todos os pacientes do estudo e para o grupo que incluiu os
pacientes que realizaram terapia de indu¢do curativa (P<0,05). As curvas de sobrevida foram construidas
pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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A seguir, o impacto dos diferentes grupos de risco citogenéticos definidos pelo
MRC 2010 na sobrevida global foi avaliado. Os riscos citogenéticos foram comparados
de trés diferentes formas. A comparacao entre risco favoravel versus risco intermediario
versus risco desfavoravel (risco citogenético 1) teve impacto significativo na sobrevida
no grupo que incluiu todos os pacientes do estudo (P=0,025) (Figura 18). A comparacgao
entre risco favoravel versus outros (risco citogenético 2) evidenciou gque pacientes com
risco citogenético favoravel apresentaram um melhor desfecho para a sobrevida global
no grupo que incluiu todos os pacientes do estudo (P=0,0074) e no grupo de pacientes
que realizaram terapia de inducdo curativa (P=0,043) (Figura 19). A comparacdo entre
grupo de risco desfavoravel versus outros (risco citogenético 3) evidenciou que ndo ha
diferenca significativa de sobrevida global entre risco citogenético desfavoravel versus

outros para os trés grupos de pacientes avaliados (Figura 20).
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Figura 18. Analise de sobrevida global de acordo com o risco citogenético 1 (grupo de risco
favoravel versus grupo de risco intermediario versus grupo de risco desfavoravel). (A) todos os
pacientes do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa e (C) pacientes com LMA
ndo LPA que realizaram terapia de inducéo curativa. O risco citogenético teve impacto significativo na
sobrevida no grupo que incluiu todos os pacientes do estudo (P<0,05). As curvas de sobrevida foram
construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Figura 19. Analise de sobrevida global de acordo com o risco citogenético 2 (grupo de risco
favoravel versus outros). (A) todos os pacientes do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de
inducéo curativa e (C) pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de indugdo curativa.
Pacientes do grupo de risco citogenético favoravel apresentaram um melhor desfecho para a sobrevida
global no grupo que incluiu todos os pacientes do estudo e no grupo de pacientes que realizaram terapia
de inducdo curativa (P<0,05). As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer
e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Figura 20. Anélise de sobrevida global de acordo com o risco citogenético 3 (grupo de risco
desfavoravel versus outros). (A) todos os pacientes do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de
inducdo curativa e (C) pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducéo curativa. N&o foi
observado diferenca significativa em relagdo ao risco citogenético 3 para os trés grupos de pacientes
avaliados (P>0,05). As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e

comparadas pelo teste de Log-Rank.
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4.5.3 Sobrevida global em pacientes com LMA de acordo com a estratificacdo
genética

Foi avaliada a estratificagio de risco genético pelo European Leukemia Net (ELN)

2010, European Leukemia Net (ELN) 2017 (sem considerar as mutagdes em RUNXI,

ASXL1 e TP53) e Adapted Genetic Risk (AGR) para o grupo de pacientes com LMA ndo

LPA que receberam terapia de inducdo curativa e ndo foi observado diferenca

significativa para a sobrevida global nos trés grupos de risco genético avaliados (P>0,05)
(Figura 21).
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Figura 21. Analise de sobrevida global de acordo com a estratificacdo do risco genético para o
grupo de pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducdo curativa. (A)
estratificacdo de risco pelo European Leukemia Net (ELN) 2010 (B) estratificagéo de risco pelo ELN
2017 sem considerar as mutacfes em RUNX1, ASXL1 e TP53), e (C) estratificacdo de risco pelo
Adapted Genetic Risk (AGR). Néo foi observado diferenca significativa para a sobrevida global para
0s trés grupos de risco genético (P>0,05). As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de
Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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4.5.4 Sobrevida global em pacientes com LMA de acordo com o tratamento

Foi avaliada a terapia de inducdo curativa para todos os pacientes do estudo
(pacientes que realizaram terapia de indugdo curativa versus pacientes que nao realizaram
terapia de inducdo curativa). Observamos que 0s pacientes que realizaram a terapia de
inducdo curativa apresentaram um melhor desfecho para a sobrevida global (P=0,00047)
(Figura 22). O momento em que 0 paciente atingiu a remissdo apdés a terapia de inducéo
curativa foi avaliado nos pacientes com LMA ndo LPA. A sobrevida global foi
significativamente diferente entre pacientes que atingiram remissdo apés a | inducao
versus remissao apos a Il indugdo versus ndo entrou em remissdo (P<0,0001) (Figura 23).

Vinte pacientes foram submetidos a TCTH alogénico; 15 pacientes na primeira
remissdo, 5 pacientes na segunda remissao. O impacto do TCTH alogénico na sobrevida
global foi avaliado em todos os pacientes do estudo, pacientes que realizaram terapia de
inducdo curativa e pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducéo
curativa. A andlise do TCTH alogénico nos trés grupos de pacientes evidenciou que
pacientes submetidos a TCTH alogénico apresentaram um melhor desfecho na sobrevida
global quando comparados a pacientes que néo realizaram o TCTH alogénico (P<0,05)
(Figura 24). Entretanto, vale destacar que o grupo de pacientes que ndo foi submetido ao
TCTH alogénico inclui todos os pacientes que evoluiram a ébito antes de concluirem o
tratamento para a LMA: pacientes que evoluiram a Obito antes da remissdo (n=17),
pacientes que evoluiram a 6bito em remissdo antes do término do tratamento (n=15) e
pacientes que recidivaram antes do término do tratamento (n=5). Dessa forma, analises
complementares foram realizadas, para fins de melhor entender o impacto do TCTH
alogénico na sobrevida dos pacientes com LMA, especialmente no grupo de pacientes

com LMA ndo LPA que receberam terapia de inducdo curativa.
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Figura 22. Anélise da sobrevida global de acordo com a terapia de indugéo curativa para o grupo
que incluiu todos os pacientes do estudo. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de
Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Figura 23. Anélise de sobrevida global de acordo com 0 momento que o paciente atingiu remissao
(apéds primeira indugdo ou segunda inducao). As curvas de sobrevida foram construidas pelo método
de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Figura 24. Anélise de sobrevida global de acordo com o TCTH alogénico em (A) todos os pacientes
do estudo, (B) pacientes que realizaram terapia de inducéo curativa e (C) pacientes com LMA ndo LPA
que realizaram terapia de inducdo curativa. Pacientes que realizaram o TCTH alogénico apresentaram um
melhor desfecho para a sobrevida global. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de
Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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455 Sobrevida global em pacientes com LMA ndo LPA que realizaram
terapia de inducdo, categorizados de acordo com a modalidade de terapia
de consolidacéo

Para fins de melhor entendermos o impacto do TCTH alogénico na sobrevida de
pacientes com LMA, aprofundamos as analises de sobrevida. Primeiramente, analisamos
toda a coorte independente do momento em que o TCTH alogénico foi realizado (15 em
primeira remissao, 5 em segunda remissdo). O TCTH autdlogo foi realizado em primeira
remissdo em todos 0s casos que receberam essa modalidade de consolidacao.

Considerando o grupo de pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia
curativa, 20 pacientes foram submetidos a TCTH alogénico, sendo 13 TCTH alogénico
de doador aparentado HLA compativel, 1 TCTH alogénico de doador ndo aparentado
HLA compativel e 6 TCTH alogénico de doador haploidéntico. Treze pacientes
realizaram o TCTH aut6logo e 46 realizaram o tratamento com quimioterapia.

Observamos que a mediana de sobrevida global foi de 3,03 meses para os pacientes
que receberam quimioterapia e 17,23 meses para os pacientes que foram submetidos a
TCTH alogénico com doador haploidéntico, e ndo atingida para os pacientes submetidos
a TCTH autélogo e TCTH alogénico de doadores aparentados ou ndo aparentados HLA
compativeis (P<0,0001) (Figura 25).

LMA nao LPA

150+ =d= TCTH auto (n=13); mediana= NA

E == TCTH alo haploidéntico (n=06); mediana= 17,23 meses
2 =d= Quimioterapia (n=46); mediana= 3,03 meses
: % ok == TCTH alo HLA compativel (n=14); mediana=NA
>
g P<0,0001
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Figura 25. Analise de sobrevida global na coorte de pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de inducao curativa. O transplante de células tronco hematopoiético (TCTH) realizado em
qualquer fase do tratamento foi considerado de acordo com a modalidade do doador: autélogo (auto),
alogénico (alo) HLA compativel e alogénico haploidéntico. Pacientes que ndo foram submetidos ao
TCTH entraram no grupo de quimioterapia. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de
Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Destacamos que 0 grupo de pacientes categorizados como o0 grupo de
quimioterapia, inclui 37 pacientes que ndo completaram o tratamento, pois inclui
pacientes que evoluiram a 6bito antes da remissdo (n=17), pacientes que evoluiram a ébito
em remissdo antes do término do tratamento (n=15) e pacientes que recidivaram antes do
término do tratamento (n=5). Categorizamos 0s pacientes em dois grupos: pacientes que
completaram o tratamento (mediana de sobrevida= ndo atingida) e pacientes que nédo
completaram o tratamento (mediana de sobrevida= 2,1 meses). Como era de se esperar, a
sobrevida global foi significativamente inferior no grupo de pacientes que ndo
completaram o tratamento (P<0,0001) (Figura 26).
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Figura 26. Analise de sobrevida global de pacientes com LMA ndo LPA de acordo com o
tratamento realizado: completo versus incompleto. As curvas de sobrevida foram construidas pelo
método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.

O proximo passo foi analisar o efeito da terapia final de consolidacdo apenas para o0s
pacientes que completaram o tratamento (n=37). Para esta analise, apenas o TCTH
alogénico realizado em primeira remissdo foi computado. Dez pacientes realizaram
TCTH alogénico com doador aparentado HLA compativel, 05 pacientes foram
submetidos a0 TCTH alogénico de doador haploidéntico, 13 pacientes realizaram o
TCTH auto6logo e 09 pacientes foram submetidos a quimioterapia como modalidade de
terapia final de consolidacdo em primeira remissdo. Observamos que a mediana de
sobrevida global foi de 17,23 meses para pacientes que realizaram o tratamento com
quimioterapia e de 5,7 meses para pacientes que foram submetidos ao TCTH alogénico
de doador haploidéntico. A mediana de sobrevida global néo foi atingida para pacientes
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que foram submetidos ao TCTH alogénico com doador aparentado HLA compativel e

para pacientes submetidos ao TCTH autdlogo (Figura 27).
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Figura 27. Analise de sobrevida global para pacientes com LMA ndo LPA que completaram o
tratamento, de acordo com a modalidade de terapia final de consolidacdo. Apenas o transplante de
células tronco hematopoiético (TCTH) realizado em primeira remisséo foi computado, e categorizado
de acordo com a modalidade do doador: aut6logo (auto), alogénico (alo) HLA compativel e alogénico
haploidéntico. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas
pelo teste de Log-Rank.

4.5.6 Analises univariada e multivariada para a sobrevida global em pacientes
com LMA

Ao realizar a analise univariada através do modelo proporcionais de risco de Cox
em todos os pacientes do estudo (n=154) foi observado que variaveis como a idade,
leucdcito, albumina, cariétipo complexo, risco citogenético, terapia curativa e o TCTH
alogénico apresentaram valores significativos para a sobrevida global. A partir das
variaveis com significancia prognostica identificadas na analise univariada, foi realizada
a analise multivariada. O TCTH alogénico foi excluido das analises multivariadas, pois
optamos por privilegiar as analises de variaveis obtidas ao diagnostico em detrimento de
tratamentos especificos, pois nem todos os pacientes tiveram a oportunidade de TCTH
alogénico por 6bito em fases anteriores do tratamento. Utilizando como confundidores a
idade, a albumina e terapia curativa, observamos que o leucdcito (Hazard ratio 2,04;
IC95%: 1,15-3,61; P=0,01) e risco citogenético (Hazard ratio 2,17; 1C95%: 1,12-4,24;
P=0,02) foram preditores independentes de sobrevida global. O leucécito > 50 x10° /L
foi preditor independente de pior prognostico para a sobrevida global. O risco
citogenético favoravel foi preditor independente de bom progndstico para a sobrevida
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global. As variaveis analisadas e resultados da analise de regressdo de Cox de todos os

pacientes do estudo estdo apresentados na Tabela 13. A analise multivariada de todos 0s

pacientes do estudo esta representada na Figura 28.

Tabela 13. Andlises para sobrevida global em todos os pacientes do estudo (n=154)

Univariada Multivariada

Variaveis HR& (95% C.1.) p HR (95% C.1.) p
Sexo

s M 0,94 0,64-1,39 0,78
Idade* 1,02 1,01-1,04 0,00
Idade ( =60 vs <60) 1,95 1,30-2,93 0,00 161 084-3,07 0,14
Leucocito* 1,00 1,00-1,01 0,00
Leucocito (> 50 x10% L vs <50 x10%/L) 2,32 1,50-3,59 0,00 2,04 115361 0,01
Leucocito (=100 x10° /L vs <100 x10° /L) 3,63 2,05-6,4 0,00
Hemoglobinat 0,94 0,85-1,04 0,21
Contagem de plaquetast 0,99 0,99-1,00 0,23
% blastos MO” 1,00 0,99-1,01 0,83
Albuminat 2,65 1,74-4,05 0,00
Albumina (<3,8g/dL vs >3,8g/dL) 1,69 1,12-2,56 0,01 1,33 0,82-215 0,24
FLT3ITD*# 1,19 0,66-2,11 0,55
NPM1 MUT # 0,91 0,53-1,56 0,73
PML-RARA - t(15;17) # 0,47 0,20-1,08 0,07
Mutago bialélica CEBPA * 0,70 0,17-2,93 0,63
R_UNXl;RUNXlTl - 1(8;21) e CBFB-MYH11 0,85 0,39-1,.85 0,68
(inv16)
Caridtipo complexo # 1,90 1,62-3,53 0,04
TCTH alogénico (n&o vs sim) 3,45 1,60-7,47 0,00
Terapia curativa (ndo vs sim) 2,00 1,35-2,98 0,00 1,40 0,72-2,69 0,31

Risco citogenetico

Risco alto ou intermedidrio vs baixo 2,16 1,21-3,84 0,01 2,17 1,12-424 0,02
Risco alto vs baixo e intermediario 1,38 0,85-2,25 0,19

"0 aumento nos valores para a variavel continua apresenta um pior progndstico;
+ A diminuic&o nos valores da variavel continua apresenta um pior progndstico;

# presente versus ausente

& HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categdrica indicada

HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categérica indicada

Abreviagdes: HR, Hazard ratio; Vs, versus
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Figura 28. Analise multivariada para a sobrevida global em todos os pacientes do estudo. O hazard
ratio e intervalos de confianca (Cl) sdo indicados com um quadrado preto e uma linha, respectivamente.
& HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categorica indicada, HR<1 indica melhor
sobrevida para a primeira varidvel categorica indicada. Abreviagdes: HR, Hazard ratio; vs, versus.

Através da analise univariada para os pacientes que realizaram terapia de indugéo
curativa (n=103), variaveis como leucocito, albumina, risco citogenético e TCTH
alogénico apresentaram valores significativos para a sobrevida global. A partir das
variaveis com significancia prognostica identificadas na analise univariada, foi realizada
a analise multivariada. Utilizando o leucdcito como confundidor, observamos que o risco
citogenético (Hazard ratio 2,77; 1C95%: 1,27-6,04; P=0,01) e a albumina (Hazard ratio
1,88; 1C95%: 1,02-3,57; P=0,04) foram preditores independentes de sobrevida global. O
risco citogenético favoravel foi preditor independente de bom progndstico para a
sobrevida global. A albumina <3,8g/dL foi um fator preditor independente de progndstico
desfavoravel. As variaveis analisadas e resultados da analise de regressdo de Cox dos
pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa estdo apresentados na Tabela 14. A
analise multivariada dos pacientes que realizaram terapia de indugdo esta representada na

Figura 29.
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Tabela 14. Analises para sobrevida global em pacientes com LMA que realizaram terapia de indugéo

curativa (n=103)

Variaveis
Sexo

Fvs. M
Idade”
Idade (=60 vs <60)
Leucocito”
Leucocito (=50 x10% L vs <50 x10%/L)
Leucocito (=100 x10° /L vs <100 x10° /L)
Hemoglobinat
Contagem de plaquetast
% blastos MO”
Albuminat
Albumina (<3,8g/dL vs >3,8g/dL)
FLT3ITD*
NPM1 MUT #
PML-RARA - t(15;17) #
Mutaco bialélica CEBPA *
RUNX1-RUNX1T1 - t(8;21) e CBFB-
MYH11- (inv16) #
Cariotipo complexo #
TCTH alogénico (n&o vs sim)

Risco citogenetico

Risco alto ou intermediario vs baixo
Risco alto vs baixo e intermediario

HR&
1,01

1,02
1,38
1,01
2,21
2,89
0,93
1,00
1,00
2,86
1,85
1,36
0,55
0,60
0,76

0,91
2,20
2,78

1,98
1,50

Univariada
(95% C.1.)

0,60-1,69

0,99-1,04
0,78-2,44
1,00-1,01
1,25-3,91
1,35-6,18
0,78-1,11
0,99-1,00
0,99-1,00
1,64-5,26
1,08-3,23
0,69-2,66
0,25-1,24
0,25-1,42
0,18-3,21

0,33-2,55
0,98-4,93
1,23-6,25

1,01-3,88
0,80-2,83

p
0,98

0,10
0,27
0,01
0,01
0,01
0,42
0,61
0,92
0,00
0,03
0,38
0,15
0,25
0,71

0,86
0,06
0,01

0,04
0,20

HR

1,27

1,88

2,77

Multivariada
(95% C.1.)

0,63-2,59

1,02-3,57

1,27-6,04

p

0,50

0,04

0,01

“O aumento nos valores para a varidvel continua apresenta um pior progndstico;

tA diminuicdo nos valores da variavel continua apresenta um pior prognéstico;

# presente versus ausente;

& HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categdrica indicada;

HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categérica indicada;

Abreviagdes: HR, Hazard ratio; Vs, versus.
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Sobrevida global
Variaveis HR&  (95% C.l.) p
Leucocito |—_._—4[ 1,27 0,63-2,59 0,50
(250 x10°/Lvs <50 x10°/L)
Albumina l ™ —' 1,88 1,02-3,57 0,04

(<3,8g/dL vs 23,8g/dL)

Risco citogenético |
(desfavordvel ou intermediario vs favoravel) I

T T T

05 10 15 20 25 3.0 35 40 6.0 65

| 2,77 1,27-6,04 0,01

Figura 29. Andlise multivariada para sobrevida global em pacientes com LMA que realizaram
terapia de inducdo curativa. O hazard ratio e intervalos de confianca (Cl) sdo indicados com um
quadrado preto e uma linha, respectivamente. € HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel
categorica indicada, HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categorica indicada.
Abreviacdes: HR, Hazard ratio; vs, versus.

Para o grupo de pacientes com LMA nao LPA que receberam terapia de inducgéo
curativa (n=79), as variaveis que apresentaram valores significativos para a sobrevida
global atraves da anélise univariada foram a idade, albumina, TCTH alogénico, remissdo
completa e terapia final de consolidacdo. A partir das variaveis com significancia
prognostica identificadas na analise univariada, foi realizada a analise multivariada.
Utilizando a idade como confundidor, observamos que a albumina (Hazard ratio 2,56;
IC95%: 1,32-4,95; P=0,01), a remisséo completa (Hazard ratio 5,18; 1C95%: 2,32-11,59;
P=0,00) e terapia final de consolida¢do (Hazard ratio 6,80; 1C95%: 3,05-15,16; P=0,00)
foram preditores independentes de sobrevida global. A albumina <3,8g/dL e a terapia
final de consolidacdo incompleta foram preditores de prognostico desfavoravel. A
remissao completa foi preditor independente de bom prognoéstico. As variaveis analisadas
e resultados da analise de regressdo de Cox dos pacientes com LMA ndo LPA que
realizaram terapia de inducdo curativa estdo apresentados na Tabela 15. A analise
multivariada dos pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducdo esta

representada na Figura 30.
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Tabela 15. Analises para sobrevida global em pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducgao
curativa (n=79)

Univariada Multivariada

Variaveis HR%  (95% C.1.) p HR (95% C.1.) p
Sexo

Fvs. M 1,27 0,72-2,23 0,39
Idade * 1,03 1,01-1,06 0,00
Idade (=60 vs <60) 1,74 0,95-3,19 0,07 1,06 0,5-2,27 0,86
Leucocito” 1,00 0,99-1,01 0,06
Leucocito (=50 x10% L vs <50 x10%L) 1,39 0,72-2,68 0,31
Leucocito (=100 x10° /L vs <100 x10°/L) 0,64 0,25-1,63 0,35
Hemoglobinat 0,94 0,83-1,08 0,42
Contagem de plaquetast 0,99 0,99-1,00 0,59
% blastos MO” 1,00 0,99-1,01 0,65
Albuminat 4,32 2,31-8,09 0,00
Albumina (<3,8g/dL vs >3,8g/dL) 2,57 1,43-4,61 0,00 2,56 1,32-4,95 0,01
FLT3ITD* 1,35 0,69-2,65 0,37
NPM1 MUT # 0,55 0,25-1,23 0,15
Mutac3o bialélica CEBPA # 0,76 0,18-3,21 0,71

RUNX1-RUNXI1T1 - t(8;21) e CBFB-

MYH11 (inv16) * 091  0,32-2,54 0,86

Cari6tipo complexo * 2,11 0,93-4,78 0,07
TCTH alogénico (n&o vs sim) 3,79 1,69-8,50 0,00
Rem|ss~ao (ndo atingiu remissdo vs atingiu 2,67 1,79-3.99 0,00 518 2.32-11.59 0,00
remissao)
Terapia final de consolidagdo (incompleto 9,43 4,61-19.28 0,00 6,80 3,05-15.16 0,00
vs completo)
Risco citogenetico

Risco alto ou intermediario vs baixo 1,79 0,55-5,84 0,33
Risco alto vs baixo ou intermediario 1,26 0,65-2,42 0,49

Risco ELN 2010
Risco alto ou intermediario vs baixo 1,75 0,77-3,96 0,17
Risco alto vs baixo ou intermediario 1,17 0,60-2,27 0,63

Risco ELN 2017
Risco alto ou intermediario vs baixo 1,56 0,80-3,04 0,18
Risco alto vs baixo ou intermediario 1,36 0,72-2,54 0,33

Risco AGR

Risco alto ou intermediério vs baixo 1,92 0,93-3,97 0,07
Risco alto vs baixo ou intermediario 1,42 0,80-2,53 0,23

"0 aumento nos valores para a variavel continua apresenta um pior progndstico;

TA diminuigdo nos valores da varidvel continua apresenta um pior prognostico;

# presente versus ausente;

& HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categorica indicada;
HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categorica indicada;

Abreviacdes: HR, Hazard ratio; Vs, versus.
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Variaveis Sobrevida globa' HR¥ (95% C.1.) P
Idade a 1,06 0,5-2,27 0,86
(260 vs <60)
Albumina f — & { 2,56 1,32-4,95 0,01

(<3,8g/dL vs 23,8g/dL)

Remissdo — et 518 2,32-11,59 0,00

(ndo atingiu remissdo vs atingiu remiss3o)

Terapia final de consolidagdo }—‘—l’——{ 6,80 3,05-15,16 0,00

Incompleto vs completo

FC ¢ &

05 1.0 15 20 25 3.0 40 50 60 11 15 16

Figura 30. Anélise multivariada para sobrevida global em pacientes com LMA ndo LPA que
realizaram terapia de inducdo curativa. O hazard ratio e intervalos de confianca (Cl) sdo indicados
com um quadrado preto e uma linha, respectivamente. ¢ HR>1 indica pior sobrevida para a primeira
variavel categorica indicada, HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categorica indicada.
Abreviacoes: HR, Hazard ratio; vs, versus.

Em pacientes que realizaram terapia de inducdo curativa com cariétipo normal
(n=30), as variaveis significativas para a sobrevida global através da anélise univariada
foram a idade, o leuctcito e a albumina. A partir das variaveis com significancia
prognostica identificadas na analise univariada, foi realizada a analise multivariada.
Utilizando o leucdcito como confundidor, observamos que a idade (Hazard ratio 1,06;
1IC95%: 1,01-1,11; P=0,03) e a albumina (Hazard ratio 4,31; 1C95%: 2,58-7,90; P=0,00)
foram preditores independentes de sobrevida global. O aumento nos valores da idade para
a variavel continua apresentou um pior prognostico para a sobrevida global. A diminuicéo
nos valores de albumina para a variavel continua apresentou um pior progndstico para a
sobrevida global. As variaveis analisadas e resultados da analise de regressdo de Cox dos
pacientes com LMA que realizaram terapia de indugdo curativa com o cariotipo normal
estdo apresentados na Tabela 16. A analise multivariada dos pacientes que realizaram

terapia de inducdo curativa com o cariétipo normal esta representada na Figura 31.
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Tabela 16. Analises para sobrevida global em pacientes com LMA com cari6tipo normal que realizaram terapia

de indugdo curativa (n=30)

Univariada Multivariada

Variaveis HR& (95% C.1.) p HR (95% C.1.) p
Sexo

Evs. M 1,74 0,63-4,86 0,29
Idade” 1,05 1,00-1,10 0,04 1,06 1,01-1,11 0,03
Idade (260 vs <60) 2,62 0,92-7,44 0,07
Leucocito” 1,00 1,00-1,01 0,02 1,00 0,99-1,01 0,52
Leucocito (=50 x10% L vs <50 x10%/L) 2,81 0,99-7,95 0,05
Leucocito (=100 x10° /L vs <100 x10°/L) 3,83 1,17-12,57 0,03
Hemoglobina * 1,05 0,83-1,32 0,69
Contagem de plaquetas t 1,00 0,99-1,01 0,35
% blastos MO* 1,00 0,98-1,03 0,56
Albuminat 1,53 3,10-7,59 0,00 1,43 2,58-7,90 0,00
Albumina (<3,8g/dL vs >3,8g/dL) 3,82 1,29-11,29 0,01
FLT3ITD*# 2,26 0,84-6,10 0,11
NPM1 MUT # 0,79 0,25-2,50 0,69
Mutacéo bialélica CEBPA * 0,66 0,08-5,22 0,69
TCTH alogénico (néo vs sim) 0,33 0,10-1,33 0,15

O aumento nos valores para a variavel continua apresenta um pior progndstico;

TA diminuigdo nos valores da variavel continua apresenta um pior progndstico;

# presente versus ausente;

& HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categorica indicada;

HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categdrica indicada;

Abreviagdes: HR, Hazard ratio; Vs, versus.
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Sobrevidaglobal

Varidveis HR®  (95%C.l) p
|dade* u 106 101,11 0,03
Leucdcito* [ 1,00 099101 052
Albumina® . 431 258790 0,00
DR RN

05 10 15 20 25 30 35 40 45 7.0 80

Figura 31. Andlise multivariada para sobrevida global em pacientes com LMA com cariétipo
normal que realizaram terapia de inducéo curativa. O hazard ratio e intervalos de confianca (Cl) s&o
indicados com um quadrado preto e uma linha, respectivamente. “O aumento nos valores para a variavel
continua apresenta um pior resultado; tA diminuicdo nos valores da varidvel continua apresenta um pior
resultado. & HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categérica indicada, HR<1 indica
melhor sobrevida para a primeira variavel categérica indicada. Abreviagdes: HR, Hazard ratio.

45.7 Sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndao LPA que
receberam terapia de inducéo curativa

Para o grupo de pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia de indugdo
curativa, avaliamos o impacto de fatores demograficos e laboratoriais, risco citogenético,
estratificacdo genética e modalidades terapéuticas na sobrevida livre de evento. A
sobrevida livre de evento foi calculada como a diferenca em meses entre a data da
remissdo completa e a data da recidiva ou a data da Ultima avaliacdo, considerando a
recidiva ou o 6bito como evento. Apenas pacientes que entraram em remissdo (n=61)
foram considerados na analise de sobrevida livre de evento. Dos pacientes que foram
considerados para a analise de sobrevida livre de evento, o evento computado foi recidiva
(n=17) e 6bito (n=19).

Para o grupo de pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia de indugdo
curativa, ndo foi observado diferenca significativa para a sobrevida livre de evento em
relacdo a idade (Figura 32) e leucdcito (Figura 33). Pacientes com os valores de albumina

<3,8¢/dL apresentaram um pior desfecho para a sobrevida livre de evento (Figura 34).
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Figura 32. Analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de inducao curativa de acordo com a faixa etaria. Nao foi observado diferenga significativa
em relacdo a idade para a sobrevida livre de evento. As curvas de sobrevida foram construidas pelo

método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Figura 33. Analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA n&o LPA que receberam
terapia de indugdo curativa de acordo com o leucécito. Nao foi observado diferenga significativa em
relacdo ao leucécito para a sobrevida livre de evento. As curvas de sobrevida foram construidas pelo

método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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1001 Albumina <3,8g/dL

Albumina 23,8g/dL
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Sobrevida livre de evento

p=0026
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Figura 34. Analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de inducdo curativa de acordo com a albumina. Pacientes com valores de albumina <3,8g/dL
apresentaram um pior desfecho para a sobrevida livre de evento. As curvas de sobrevida foram
construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.

Foi realizada a analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA
que realizaram terapia de inducéo de acordo com a categoria citogenética e com 0 risco
citogenético (MRC 2010)(D. Grimwade 2010). Para a andlise da categoria citogenética,
as anormalidades cromossdmicas foram distribuidas em quatro grupos: o grupo CBF que
inclui a t(8;21) e inv(16), caridtipo normal, outras anormalidades e 0 grupo que apresenta
anormalidades que definem alto risco (caridtipo complexo, cariotipo tetraploide, del(5q),
del(7q),-7, anormalidades em 17p, t(6;9) e t(9;22). Foi avaliada a categoria cariétipo
complexo versus as outras anormalidades. N&o foi observado diferenca significativa em
relacdo a categoria citogenética (Figura 35 A) e a categoria cariotipo complexo (Figura

35 B) para a sobrevida livre de evento.
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Figura 35. Analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de indugéo curativa de acordo com a (A) categoria citogenética e a (B) categoria cariotipo
complexo. Néo foi observado diferenca significativa em relagéo a categoria citogenética para a sobrevida
livre de evento. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas
pelo teste de Log-Rank.

A seqguir, o risco citogenético foi distribuido de acordo com trés grupos de risco, sendo
0 risco citogenético 1 (grupo de risco favoravel versus grupo de risco intermediario versus
grupo de risco desfavoravel), o risco citogenético 2 (grupo de risco favoravel versus
outros) e o risco citogenético 3 (grupo de risco desfavoravel versus outros). Ndo foi
observado diferenca significativa quanto ao risco citogenético 1 (Figura 36 A), risco
citogenético 2 (Figura 36 B) e risco citogenético 3 (Figura 36 C) em pacientes com LMA

ndo LPA para a sobrevida livre de evento.
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Figura 36. Analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de inducao curativa de acordo com o (A) risco citogenético 1(B) risco citogenético 2 e (C)
risco citogenético 3. N&o foi observado diferenca significativa em relagdo ao risco citogenético para a
sobrevida livre de evento. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e
comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Foi avaliada a estratificacdo de risco genético pelo ELN 2010, ELN 2017 (sem
considerar mutacdes RUNX1, ASXL1 e TP53) e AGR para o grupo de pacientes com
LMA ndo LPA que receberam terapia de inducdo e ndo foi observado diferenca
significativa para a sobrevida livre de evento nos trés grupos de risco genético avaliados
(P>0,05) (Figura 37).
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Figura 37. Analise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de indugdo curativa de acordo com o (A) ELN 2010 (B) ELN 2017 e (C) AGR. Né&o foi
observado diferenga significativa em relacdo ao risco genético para a sobrevida livre de evento. As curvas

de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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A sobrevida livre de evento ndo diferiu entre os pacientes que atingiram remissédo

pos | inducdo versus remissdo pés Il indugédo (Figura 38).
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Figura 38. Andlise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que
receberam terapia de indu¢do curativa de acordo com o tempo para atingir remissdo. Néo foi
observado diferenga significativa em relacdo tempo para atingir remissdo para a sobrevida livre de
evento. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo
teste de Log-Rank.

Considerando toda a coorte de pacientes com LMA ndo LPA que receberam
terapia de inducdo curativa, avaliamos a sobrevida livre de evento entre os pacientes
que receberam TCTH alogénico em qualquer fase do tratamento e os pacientes que
n&o receberam TCTH alogénico; ndo houve diferenga significativa na sobrevida livre
de evento entre os dois grupos avaliados (Figura 39).
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Figura 39 Anélise de sobrevida livre de evento em pacientes com LMA n&o LPA que receberam
terapia de indugdo curativa de acordo com o TCTH alogénico. N&o foi observado diferenca
significativa em relacdo ao TCTH alogénico para a sobrevida livre de evento. As curvas de sobrevida
foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.



94

4.5.8 Andlises univariada e multivariada para sobrevida livre de evento em

pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia de inducéo curativa

Ao avaliar a sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA atraves
do modelo proporcionais de risco de Cox observamos que a idade, albumina e a terapia
final de consolidacdo apresentaram impacto significativo na analise univariada. A partir
das variaveis com significancia prognoéstica identificadas na analise univariada, foi
realizada a analise multivariada. Utilizando a albumina como confundidor, a idade
(Hazard ratio 1,04; 1C95%: 1,01-1,07; P=0,01) e a modalidade final da terapia de
consolidagcdo (Hazard ratio 5,20; 1C95%: 2,45-11,04; P=0,00) foram preditores
independentes de sobrevida livre de evento. O aumento nos valores da idade para a
variavel continua apresentou um pior progndéstico para a sobrevida livre de evento. A
terapia final de consolidacdo incompleta foi preditor independente de pior prognostico
para a sobrevida livre de evento. As variaveis analisadas e resultados da andlise de
regressdo de Cox dos pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducdo
curativa estdo apresentados na Tabela 17. A analise multivariada dos pacientes com LMA

ndo LPA que realizaram terapia de inducéo esta representada na Figura 40.
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Tabela 17. Andlises para sobrevida livre de evento em pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de

inducdo curativa (n=61)

Univariada Multivariada

Variaveis HR& (95% C.1.) p HR*  (95% C.1.) p
Sexo

Evs. M 1,32 0,68-2,55 0,39
Idade * 1,04 1,02-1,07 0,00 1,04 1,01-1,07 0,01
Idade (=60 vs <60) 1,59 0,76-3,35 0,21
Leucocito* 1,00 0,99-1,01 0,69
Leucocito (=50 x10% L vs <50 x10%L) 1,27 0,60-2,71 0,53
Leucocito (=100 x10° /L vs <100 x10° /L) 1,61 0,56-4,60 0,36
Hemoglobinat 0,98 0,85-1,14 0,88
Contagem de plaquetast 0,99 0,99-1,00 0,48
% blastos MO” 0,99 0,97-1,00 0,20
Albuminat 2,07 0,90-4,73 0,08
Albumina (<3,8g/dL vs >3,8g/dL) 1,96 1,00-3,85 0,04 1,90 0,92-3,89 0,08
FLT3ITD* 1,24 0,56-2,73 0,59
NPM1 MUT # 0,59 0,24-1,43 0,25
Mutac3o bialélica CEBPA # 0,54 0,73-4,08 0,55
RUNX1-RUNX1T1 - t(8;21) e CBFB-
MYH11 (invi6) * 1,19 0,42-3,39 0,73
Caridtipo complexo * 1,59 0,55-4,56 0,39
TCTH alogénico (n&o vs sim) 1,44 0,70-2,94 0,32
Terapia final de consolidacéo (incompleto 6,67 140-3.17 0,00 520  2,45-11,04 0,00
vs completo)

Risco citogenetico
Risco alto ou intermediario vs baixo 0,88 0,31-2,53 0,81
Risco alto vs baixo ou intermediario 0,64 0,26-1,58 0,34
Risco ELN 2010
Risco alto ou intermediario vs baixo 1,00 0,41-2,13 0,89
Risco alto vs baixo ou intermediario 0,78 0,33-1,84 0,58
Risco ELN 2017
Risco alto ou intermediario vs baixo 1,00 0,48-2,06 0,99
Risco alto vs baixo ou intermediario 0,82 0,35-1,91 0,65
Risco AGR

Risco alto ou intermediario vs baixo 1,17 0,56-2,44 0,65
Risco alto vs baixo ou intermediario 1,00 0,44-1,89 0,81

“O aumento nos valores para a variavel continua apresenta um pior prognostico;
tA diminuigdo nos valores da variavel continua apresenta um pior prognostico;

# presente versus ausente;

& HR>1 indica pior sobrevida para a primeira variavel categdrica indicada;
HR<1 indica melhor sobrevida para a primeira variavel categdrica indicada;

AbreviacOes: HR, Hazard ratio; Vs, versus.




96

Sobrevida livre de evento

Variaveis HR& (95% C.1.) p
Idade* |_H 1,04 1,01-1,07 0,01
Albumina }7*.——1 1,90 0,92-3,89 0,08

(<3,8g/dL vs 23,8g/dL)

Terapia final de consolidagdo - 5,20 2,45-11,04 0,00

Incompletovs completo
I F AL R

05 10 15 20 25 30 35 50 11 12

Figura 40. Andlise multivariada para sobrevida livre de evento em pacientes com LMA nédo LPA
que realizaram terapia de inducdo curativa. O hazard ratio e intervalos de confianca (Cl) sdo
indicados com um quadrado preto e uma linha, respectivamente. "O aumento nos valores para a variavel
continua apresenta um pior resultado; O primeiro fator para a varidvel categérica apresenta um pior
resultado; & HR>1 indica pior sobrevida Abreviages: HR, Hazard ratio; Vs, versus.

O resumos dos resultados das analises multivariadas de regressdo de Cox para
sobrevida global e sobrevida livre de evento nos grupos: (i) todos os pacientes com LMA
incluidos no estudo, (ii) todos os pacientes com LMA que realizaram terapia de inducao
curativa, (iii) pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de inducéo curativa e
(iv) pacientes com cariétipo normal que realizaram terapia de indugdo curativa esta
ilustrado na Figura 41.

Risco Terapia
Idade Leucécito Albumina Citogenético Remissdo completa final de consolidagac

SOBREVIDA GLOBAL

LMA - todos os pacientes

LMA - terapia curativa
LMA ndo LPA - terapia curativa

LMA cariétipo normal - terapia curativa

SOBREVIDA LIVRE DEEVENTO

LMA ndo LPA - terapia curativa

Figura 41. Imagem representativa de fatores preditivos independentes de progndstico em
pacientes adultos jovens e idosos com LMA. Os quadros em azul indicam valores de P significativos
obtidos nas analises multavariadas de regressdo de Cox; as varidveis testadas como confundidores em
cada grupo séo definidas no texto.
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5 DISCUSSAO

As anormalidades citogenéticas em LMA sdo marcadores diagnosticos e
prognosticos estabelecidos, sugerindo que as anormalidades genéticas adquiridas
desempenham um papel essencial na leucemogénese. O cari6tipo normal ocorre em
aproximadamente 45% dos pacientes com LMA de acordo com a citogenética
convencional ao diagndstico, no entanto, uma mutacdo somatica pode ser identificada em
97,3% dos casos. O sequenciamento de Ultima geracdo tem permitido a identificacéo de
varias mutacdes que predizem informacdes progndsticas (Racevskis et al. 2012).

Em nosso estudo, avaliamos uma coorte de LMA em um centro de referéncia entre
2014 e 2021. Foi realizado a avaliagdo de 154 pacientes com LMA >18 anos, incluindo
as LPAs. O cariétipo apresentou resultado conclusivo em 137/154 (89%) pacientes, com
um resultado normal em 53/137 (39%) pacientes e alterado em 84/137 (61%) pacientes.
A analise de citogenética permitiu a definicdo do diagnostico de LMA independente da
porcentagem de blastos através da t(15;17) em LPA (n=24) e no grupo core-binding
factor (CBF), que inclui a t(8;21) (n=2) e a inv(16) (n=8). Além disso, a citogenética
permitiu a classificagio da LMA pela OMS em 40 pacientes como “LMA com
anormalidades genéticas recorrentes”, que incluem LMA com a t(15;17) [24], LMA com
a t(8;21) [n=2], LMA com inv(16) [n=8], LMA com t(6;9) [n=1], LMA com a t(9;11)
[n=1], LMA com a t(9;22) [n=4] e como “LMA com alteracBes mielodisplasicas” em 13
pacientes.

Frederick R. Appelbaum e colaboradores (Appelbaum et al. 2006) realizaram uma
analise retrospectiva de 968 adultos com LMA e avaliaram 4 grupos de acordo com a
idade, sendo <56, 56-65, 66-75 e >75. Foi observado que n&o houve diferenga na
distribuicéo da idade e sexo entre os grupos; houve um aumento significativo na contagem
de leucécitos e % de blastos no sangue periférico em pacientes com idade < 56 anos. A
analise de citogenética foi realizada em 759 pacientes, onde o grupo de risco desfavoravel
teve um aumento significativo para pacientes com idade >75 anos (Appelbaum et al.
2006). G Rossi e colaboradores avaliaram 2 grupos de LMA de acordo com a idade, sendo
pacientes adultos jovens com idade < 65 anos e pacientes idosos com idade de 65 a 85
anos. Os dois grupos ndo apresentaram diferenca significativa para os indices
hematimétricos, no entanto, houve um aumento significativo de anormalidades

citogenéticas complexas em pacientes idosos com LMA quando comparados ao grupo de
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adultos jovens (Rossi et al. 2000). Em nosso estudo, avaliamos dois grupos de acordo
com a idade, sendo um grupo de pacientes adultos jovens <60 anos (n=78) e um grupo de
pacientes idosos >60 anos (n=76). Observamos que ndo houve diferenca significativa na
distribuicéo do sexo, nos indices hematiméticos e % de blastos na medula 6ssea entre 0s
dois grupos. Os valores da albumina foram significativamente menores no grupo de
idosos quando comparado ao grupo de adultos jovens. Em relacdo a citogenética, o grupo
de risco favoravel definido pelo risco citogenético MRC 2010 (D. Grimwade 2010) foi
significativamente menor para o grupo de pacientes idosos >60 anos quando comparado
ao grupo de pacientes adultos jovens <60 anos.

As anormalidades citogenéticas definem trés grupos de risco (favoravel,
intermediario e desfavoravel) e sdo consideradas como fator de maior impacto no
progndstico em LMA (D. Grimwade 2010). O refinamento da estratificacdo do
prognostico dos pacientes com o caridtipo normal € particularmente importante devido
ao fato de representarem cerca de 45% dos casos e de sua responsividade a terapia ser
heterogénea. No grupo de pacientes LMA com cariétipo normal, o significado
prognostico de mutagcdes em FLT3, NPM1 e CEBPA foi demonstrado de forma
consistente (M. Wang et al. 2017). Apesar do progresso na definicdo de marcadores
prognosticos para LMA, ha uma heterogeneidade consideravel no resultado para
pacientes individuais em cada grupo de risco (Racevskis et al. 2012) (M. Wang et al.
2017). Estudos recentes identificaram que muta¢Ges somaticas em TET2 (Abdel-Wahab
et al. 2009), ASXL (Metzeler et al. 2011), IDH1 ou IDH2 (M. Wang et al. 2017),
DNMT3A (Yan et al. 2011) e PHF6 (Van Vlierberghe et al. 2011) apresentaram
significado prognostico em LMA, no entanto, essas mutac@es ainda ndo foram validadas
para a pratica clinica. Além disso, devido ao alto custo, a avaliacdo das mutacdes em
LMA ainda é limitada em muitos servicos de salde (Racevskis et al. 2012)(David
Grimwade 2012).

Em nosso estudo, realizamos a estratificagcdo de risco das LMAs baseada em
quatro grupos de risco de acordo com as limitacdes de custo em nosso servico de salde e
de acordo com as mutac@es disponiveis paraa LMA. Avaliamos a estratificacao de risco
de acordo com o risco citogenético (MRC 2010) (D. Grimwade 2010) baseado na analise
do cariotipo (incluindo as LPAs). O MRC 2010 permitiu a classificacdo de 34/154 (22%)
pacientes como risco favoravel, 73/154 (47%) como risco intermediario, 30/154 (20%)
como risco desfavoravel e 17/154 (11%) apresentaram falha na estratificacdo por

apresentarem auséncia de metéfases para a anélise. A estratificacdo de risco pelo ELN
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2010 (Dohner et al. 2010) foi realizada de acordo com o cariotipo e muta¢fes no NPM1,
CEBPA e FLT3-ITD. As mutacdes em NPM1 e mutacGes bialélicas em CEBPA definem
baixo risco e 0 FLT3-1TD define risco intermediario na presenca do cariotipo normal. O
ELN 2010 apresentou 26/130 (20%) pacientes com o risco favoravel, 45/130 (35%) com
0 risco intermediario, 31/130 (24%) com o risco desfavoravel e 28/130 (21%) com falha
na estratificacdo. Para a avaliacdo do risco do ELN 2017 (Déhner et al. 2017) foi avaliado
o risco do caridtipo e as mutacdes disponiveis e realizadas no Laboratério de Hematologia
de nossa instituicdo, sendo mutagdes em NPM1, mutacdo bialélica em CEBPA e a
avaliacdo de FLT3-ITD e a respectiva razdo alélica. O ELN 2017 permitiu a classificacéo
de 39/130 (30%) pacientes como risco favoravel, 39/130 (30%) pacientes como risco
intermediario, 32/130 (25%) pacientes como risco desfavoravel e 20/130 (15%) pacientes
apresentaram falha.

A classificacéo de risco do AGR (Silveira et al. 2020) foi realizada de acordo com
o cariétipo e mutacdes em NPM1, mutacdo bialélica em CEBPA e FLT3-ITD e permite
a classificacéo de risco dos pacientes com LMA com auséncia de dados citogenéticos ou
moleculares. No estudo do AGR foram analisados 167 pacientes da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo e duas coortes de teste independentes (145
pacientes da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e 157 pacientes da Universidade
de Oxford [Oxford University Hospitals- OUH]) para a validacdo dos dados. Nota-se que
43 pacientes incluidos na casuistica do presente estudo foram também incluidos no estudo
do AGR (Silveira etal. 2020). Em nosso estudo, 0 AGR permitiu classificar 36/130 (28%)
pacientes como risco favoravel, 52/130 (40%) como risco intermediario, 39/130 (30%)
como risco desfavoravel e apenas 3/130 (2%) pacientes apresentaram falha na
estratificacdo.

As LPAs foram estratificadas de acordo com a contagem de leucdécitos e a
contagem de plaquetas, o que permite estratificar os pacientes em trés grupos de risco,
sendo baixo risco (leucécitos < 10x10%L e plaquetas >40x10%L) risco intermediério
(leucocitos <10x10%L e plaquetas <40x10%L) e alto risco (leucdcitos >10x10%/L).
Observamos que 7 (29%) pacientes apresentaram risco favoravel, 9 (38%) apresentaram
risco intermediério e 8 (33%) pacientes apresentaram risco desfavoravel.

Os fatores prognosticos relacionados as caracteristicas do paciente e a sua
condicdo de saude geral sdo particularmente relevantes na predicdo da mortalidade
relacionada ao tratamento e torna-se mais importante com o aumento da idade do paciente

(David Grimwade 2012). O prognostico tende a piorar com a idade muitas vezes a
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despeito de outros fatores importantes, como a ocorréncia simultanea de comorbidades,
maior frequéncia de alteracdes citogeneéticas de alto risco e leucemia secundaria. Em
nosso estudo, observamos que pacientes idosos >60 anos apresentaram um pior desfecho
para sobrevida global para o grupo que inclui todos os pacientes do estudo. A idade foi
um preditor independente de prognoéstico desfavoravel para a sobrevida global no grupo
de pacientes com cariotipo normal que realizaram terapia de inducdo curativa. Além
disso, a idade foi preditor independente de pior prognéstico para sobrevida livre de evento
em pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de indugéo curativa.

Em LMA, em torno de 5 a 20 % dos pacientes apresentam um quadro de
hiperleucocitose. A hiperleucocitose, geralmente é definida como WBC >100 x10° / L,
no entanto, estudos tém mostrado que niveis de leucécitos abaixo desse valor podem
causar complicac@es relacionadas a hiperleucocitose. O aumento no nimero de leucécitos
pode causar 3 complicagdes principais: coagulacdo intravascular disseminada, sindrome
de lise tumoral e leucostase. Estudos recentes mostraram que a hiperleucocitose esta
relacionada com o Obito precoce e é um fator prognostico independente em LMA
(Canaani et al. 2017) (Dohner et al. 2017) (Réllig and Ehninger 2015). Realizamos a
avaliacdo da contagem de leucécitos como varidavel continua e de duas variaveis
categoricas (< vs > 50 x10% L e <vs > 100 x10° /L) em pacientes adultos jovens <60 anos
e idosos >60 anos. A contagem de leucdcitos como varidvel continua e as duas categorias
avaliadas apresentaram um pior desfecho para a sobrevida global no grupo que inclui
todos os pacientes do estudo. A contagem de leucécitos > 50 x10° /L foi preditor
independente de prognostico desfavoravel para a sobrevida global em todos os pacientes
do estudo. No grupo de pacientes que realizaram terapia de inducédo curativa, a contagem
de leucocitos como variavel continua e categorica (< vs > 50 x10% L e < vs > 100 x10°
/L) apresentou um pior desfecho para a sobrevida global. No grupo de pacientes que
realizaram terapia de inducdo com o cariétipo normal a contagem de leucdcitos continua
e categdrica (< vs > 100 x10° /L) foi preditor de pior desfecho para a sobrevida global.

A albumina ¢ a proteina circulatoria mais abundante no organismo e niveis séricos
de albumina podem variar de acordo com o grau do catabolismo durante a homeostase
normal e na presenca de alguma doenca. Estudos tém mostrado que a hipoalbuminemia é
um preditor independente negativo de morbidade e mortalidade em neoplasias
hematoldgicas, incluindo LMA (Kharfan-Dabaja et al. 2011). Kimberley Doucette e
colaboradores realizaram uma analise retrospectiva de 756 pacientes com LMA e

observaram que a hipoalbuminemia (<3.5 g/dL) apresentou significativamente associada
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a uma pior sobrevida global quando comparada a pacientes que apresentaram niveis
normais de albumina (>3.5g/dL) (Doucette et al. 2021). Silveira e colaboradores, no
estudo do AGR (Silveira et al. 2020), observaram que a albumina (< vs > 3,8g/dL) foi um
fator independente para sobrevida global em pacientes com LMA (Silveira et al. 2020).
O efeito da hipoalbuminemia na sobrevida pode estar relacionada com sua funcéo de
marcador inflamatério e uma medida do estado nutricional. A LMA é uma doenca
inflamatoria e tentativas de incorporar proteinas de fase aguda em modelos preditivos tém
sido realizadas (Sorror et al. 2017)(Buckley et al. 2015). Em nosso estudo, avaliamos a
albumina como variavel continua e categorica (< vs > 3,8g/dL). Observamos que a
albumina continua e valores de albumina <3,8g/dL apresentaram um pior desfecho para
a sobrevida global em pacientes adultos jovens <60 anos e idosos >60 anos nos quatro
grupos avaliados para desfecho. A albumina foi um preditor independente de prognéstico
desfavoravel para a sobrevida global nos pacientes que realizaram terapia de indugédo
curativa, pacientes com LMA ndo LPA que realizaram terapia de indugdo curativa e para
0 grupo gue de pacientes com LMA com cari6tipo normal que realizou terapia de inducédo
curativa.

As anormalidades cromossémicas adquiridas definidas ao diagndstico sao
preditores independentes de remissdo completa, sobrevida livre de doenga e sobrevida
global em LMA. A analise cromossdmica € usada para determinar o risco e estratégias de
tratamento para os pacientes, incluindo o TCTH alogénico na primeira remissédo completa
(Bejar et al. 2014) (Dohner et al. 2010). Em nosso estudo, avaliamos a categoria
citogenética para o grupo de todos os pacientes do estudo, pacientes que receberam
terapia de indugéo curativa e pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia de
inducdo curativa. Observamos que pacientes com a categoria t(15;17) apresentaram um
melhor desfecho para a sobrevida global quando avaliamos todos os pacientes do estudo.
Ao avaliar a categoria cariotipo complexo versus as outras anormalidades observamos
gue pacientes com o cariétipo complexo apresentaram um pior desfecho para a sobrevida
global em todos os pacientes do estudo e para 0s pacientes que receberam terapia de
inducdo curativa. Avaliamos trés grupos de risco para a citogenética, sendo risco
citogenético 1 (favoravel versus intermediario versus alto), risco citogenético 2 (baixo
VErsus outros) e risco citogenético 3 (alto versus outros). O risco citogenético apresentou
impacto progndstico no grupo que inclui todos os pacientes do estudo e para 0s pacientes
que realizaram terapia de inducao. Ao avaliar os pacientes com LMA cariétipo normal

que realizaram terapia de indugdo curativa, a idade e a albumina foram preditores
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independentes de prognostico desfavoravel para a sobrevida global.

Desfechos clinicos de acordo com a estratificacdo de risco genético (ELN 2010,
ELN 2017 e AGR) baseada no cariotipo e mutagcdes FLT3-ITD, mutagdes em NPM1 e
mutacdes bialélicas em CEBPA foram realizados para o grupo de pacientes com LMA
ndo LPA que receberam terapia de indugdo curativa, mas ndo apresentaram valores
significativos. FLT3-ITD foi detectado em 14/79 (18%) e ausente em 65/79 (82%)
pacientes. Para 0 NPM1, observamos que 58/79 (74%) pacientes apresentaram negativos
e 16/79 (20%) pacientes foram positivos para a mutagédo; 05/79 (6%) pacientes ndo foram
avaliados para a mutacdo em NPM1. Ao avaliar a mutacdo bialélica em CEBPA,
observamos 45/79 (57%) pacientes negativos, 4/79 (5%) pacientes positivos e 30/79
(38%) pacientes nao foram avaliados para a mutacdo em CEBPA.

Para o tratamento da LMA, a inducdo de terapia convencional é baseada em
citarabina e antraciclinas, como a daunorrubicina ou idarrubicina, também conhecida
como terapia 3+7. Recentemente, estudos permitiram um melhor entendimento da
patogénese de LMA através da descoberta de alteracdes genéticas adquiridas e a selecéo
da terapia de precisdo tem sido realizada de acordo com a elegibilidade e caracteristicas
especificas de cada paciente. No entanto, esta abordagem depende da disponibilidade de
painéis genéticos e de drogas recentemente aprovadas. Em servicos de salde com
recursos limitados, a inducdo de remissdo geralmente é realizada com a terapia
convencional, o que expde os pacientes a longos periodos de neutropenia, risco de
infeccdo e morte durante a fase de indugéo (Hackl, Astanina, and Wieser 2017) (Tallman,
Gilliland, and Rowe 2005) (Mendes et al. 2021). Em nosso estudo, 79 pacientes (59
pacientes adultos jovens <60 anos e 20 pacientes idosos >60) com LMA ndo LPA
receberam a terapia de inducao curativa convencional. Ao avaliar todos os pacientes do
estudo, observamos que pacientes que realizaram a terapia de indugdo curativa
apresentaram um melhor desfecho para a sobrevida global, comparados a quem néo
recebeu terapia de inducdo curativa.

O desfecho de pacientes com leucemia promielocitica aguda (LPA) melhorou
notavelmente nas Ultimas duas décadas, devido a introducdo do ATRA associado a
regimes de quimioterapia e, mais recentemente, ao advento do trioxido de arsénio (ATO).
O ATO é um agente eficaz em LPA e, usado sozinho ou em combinagdo com ATRA ou
ATRA e quimioterapia de intensidade reduzida, resulta em maior eficacia com
consideravelmente menos toxicidade hematoldgica. O diagndstico genético por meio da

identificacdo da translocacédo t(15,17) e/ou do gene de fusdo PML::RARA permanece
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obrigatdrio para a elegibilidade do paciente para o tratamento baseado em ATRA ou ATO
(Rego et al. 2013). Em nosso estudo, 24 pacientes com LPA foram tratados com o
protocolo do ATRA associado a regimes de quimioterapia, sendo 18 pacientes adultos
jovens <60 anos e 6 pacientes idosos >60 anos. Observamos que pacientes com a
categoria citogenética t(15;17) apresentaram um melhor desfecho para a sobrevida global
ao avaliar o grupo que inclui todos os pacientes do estudo.

O TCTH autdlogo é uma opcao terapéutica factivel como terapia de consolidacéo
em pacientes com LMA. O TCTH autélogo pode substituir a quimioterapia convencional
baseada em altas doses de citarabina, mas a escolha entre quimioterapia e TCTH aut6logo
fica a critério dos centros de referéncias, a depender da infraestrutura e experiéncia dos
profissionais. Nao ha defini¢do precisa na literatura sobre qual das opc¢des (quimioterapia
ou TCTH autdlogo) esta associado a melhor prognéstico. As vantagens do TCTH
autdlogo seria a oferta de terapia mieloablativa e um menor tempo de citopenias. A
mobilizacdo de células tronco hematopoiéticas pode ser um fator limitante em alguns
pacientes e ser um fator impeditivo para esta modalidade de tratamento (Gimemaaml- et
al. 2003)(Zittoun et al. 1995)(Harousseau et al. 1997)(J. Wang et al. 2010).

O TCTH alogénico é uma opc¢ao curativa para pacientes com LMA, pois garante
uma terapia mieloablativa além de um efeito do enxerto contra a leucemia. O TCTH
alogénico com doador HLA compativel é indicado como primeira linha de tratamento, na
fase de consolidacdo, para pacientes com risco genético intermediario e adverso
(Cornelissen and Blaise 2016). No entanto, o TCTH alogénico requer infraestrutura
especifica e equipe multidisciplinar especializada, além de requerer internagdes
prolongadas e ser um procedimento de alto custo (Uyl-de Groot et al. 2001).
Complicagdes do TCTH alogénico incluem toxicidade do condicionamento, falha de
enxertia, perda do enxerto, e doenca do enxerto versus hospedeiro (Rowe 2009). A
disponibilidade de doador para TCTH alogénico com doador HLA idéntico é um fator
limitante, mas tem sido superada pela disponibilidade de doador ndo aparentado HLA
compativel viabilizado pelo Registro Nacional de Doadores VVoluntarios de Medula Ossea
(REDOME) no Brasil. O uso de doadores haploidénticos ampliou as opc¢des de doadores
para o TCTH alogénico (Rowe 2009). Em um estudo brasileiro apenas 9 dos 196
pacientes (5%) de uma coorte multicéntrica foram submetidos ao TCTH na primeira
remissdo completa, comparados a 50% em um hospital universitario da Franca (Bertoli
etal. 2017). Em nosso estudo, 20 (13%) pacientes foram submetidos ao TCTH alogénico

(13 pacientes realizaram TCTH alogénico aparentado, 01 paciente realizou TCTH
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alogénico ndo aparentado e 06 pacientes realizaram TCTH alogénico haploidéntico),
sendo que 15 pacientes receberam TCTH alogénico em primeira remissao e 5 em segunda
remissdo. Em uma andlise inicial, observamos que pacientes submetidos a TCTH
alogénico apresentaram uma sobrevida superior comparados aos pacientes que nao
receberam o TCTH alogénico. Entretanto, consideramos o fato de que o grupo de
pacientes que ndo receberam o TCTH alogénico incluia todos os pacientes que tiveram
Obito precoce antes da remissdo ou 6bito em remissdo (relacionado a toxicidade da
terapia). Na tentativa de melhor entendermos o impacto do TCTH alogénico como
modalidade de consolidagdo, selecionamos apenas 0s pacientes que tiveram a
oportunidade de receberem uma terapia de consolidacdo, seja quimioterapia, TCTH
autélogo ou TCTH alogénico (HLA compativel ou haploidéntico). Observamos que
TCTH autdlogo e TCTH alogénico HLA compativel estdo relacionados a sobrevida
equivalente e superior aos pacientes que receberam TCTH haploidéntico ou
quimioterapia. Nota-se que a mortalidade precoce antes da remissdo e a mortalidade
relacionada a toxicidade da terapia ndo séo despreziveis na coorte estudada, e avaliacdes
futuras sobre causas de Obito e propostas de intervencdo para reduzir a mortalidade
precoce e a mortalidade relacionada a terapia sdo necessérias.

As limitacbes do presente estudo para as analises de sobrevida devem-se
principalmente ao fato se ser um estudo retrospectivo e com nimero limitado de pacientes
incluidos. Estudos prospectivos, randomizados e multicéntricos sdo necessarios para
confirmacéo dos achados aqui descritos. No Brasil, o0 estudo do Consoércio Internacional
de Leucemia Aguda (International Consortium of Acute Leukemia [ICAL]), tém como
centro de referéncia 0 HC FMRP-USP, representa uma iniciativa que foi criada tendo
como objetivos, dentre outros, criar um centro de referéncia para diagndstico e
estratificacdo de risco molecular e comparar os desfechos de pacientes com LMA de risco
baixo ou intermediario tratados na fase 2 de consolida¢do com citarabina versus TCTH
autologo. Entretanto, destacamos a importancia da analise da coorte da Instituicdo do HC
FMRP USP, que representa uma oportunidade de reflexdo sobre o cenario atual de

tratamento dos pacientes com LMA e podem auxiliar em decisfes terapéuticas futuras.
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6 CONCLUSAO

1) O exame de citogenética convencional foi conclusivo em 89% dos pacientes e

2)

3)

detectou alteragdes citogeneticas em 61% dos pacientes com LMA do HC FMRP
USP;

O numero de pacientes com risco citogenético favoravel foi maior em pacientes

adultos jovens < 60 anos comparados com pacientes > 60 anos em pacientes com

LMA,;

Fatores preditivos independente de pior prognostico para sobrevida global para os

pacientes com LMA adultos jovens e idosos variaram de acordo com a coorte

estudada:

a)

b)

d)

Fatores preditivos independentes de pior sobrevida global, considerando todos 0s
pacientes com LMA estudados, foram: leucocitos > 50 x 10%L e risco
citogenético;

Fatores preditivos independentes de pior sobrevida global, considerando os
pacientes com LMA que realizaram terapia de inducéo curativa, foram: albumina
<3,8g/dL e risco citogenético;

Fatores preditivos independentes de pior sobrevida global, considerando pacientes
com LMA nédo LPA que receberam terapia de inducdo curativa foram: aloumina
<3,8¢/dL, remissdo completa e terapia final de consolidacéo;

Fatores preditivos independentes de pior sobrevida global, considerando pacientes
com LMA com cariétipo normal que receberam terapia de indugdo curativa
foram: idade e albumina;

Fatores preditivos independentes de pior sobrevida livre de evento, considerando
pacientes com LMA ndo LPA que receberam terapia de inducéo curativa foram:

idade e terapia final de consolidag&o.

Em conclusdo, o presente estudo viabilizou a oferta do exame de citogenética

convencional para pacientes com LMA do HC FMRP USP, sendo que o exame de

citogenética convencional foi conclusivo em 89% dos pacientes e detectou alteraces

citogenéticas em 61% dos pacientes com LMA. A citogenética convencional permite

identificar subgrupos biologicamente distintos de LMA, auxilia na definicdo das
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abordagens terapéuticas e é um preditor independente de sobrevida global em pacientes
adultos jovens e idosos com LMA. Fatores demogréaficos, clinicos e laboratoriais
apresentam impacto prognostico em LMA e podem auxiliar na conduta terapéutica em

um centro com recursos limitados.
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