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RESUMO

Fernandes da Silva Junior, W. Leucemia linfoblastica aguda do adulto:
resultados da ofimizagdo da avaliagdo genética e dos protocolos terapéuticos
[Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Em adultos, a leucemia linfoblastica aguda (LLA) tem desfechos
significativamente inferiores quando comparada com a populagdo pediatrica,
com cerca de 40-50% dos pacientes alcangando remissdo a longo prazo. Na
América Latina, levantamentos retrospectivos unicéntricos apontam que a
sobrevida da populagado adulta é inferior a de paises desenvolvidos. Diferencas
clinicas e até mesmo genéticas nesta doenga sdo descritas e o impacto de
alteragdes genéticas ja bem descritas mundo afora como delegc&do e/ou mutagéo
do IKZF1, rearranjo do CRLF2 e determinadas mutagdes em tirosino-quinases
ainda n&o foram publicadas em coorte brasileira. O presente estudo tem como
objetivo aprofundar a caracterizagdo genética da LLA do adulto, utilizando a
coorte de pacientes tratados em centro publico com protocolo uniformizado de
tratamento, visando também analisar os desfechos obtidos com a otimizagao da
avaliacao genética e terapéutica, além da toxicidade do tratamento, em particular
da asparaginase. Pacientes diagnosticados com LLA ou leucemia de linhagem
ambigua no Instituto do Cancer de Sao Paulo (ICESP) entre 2015 e 2020 foram
o foco central da tese, embora parte dos achados tenham sido associados com
coortes de outras instituicdes, visando aumentar o poder estatistico para
determinados desfechos. Um total de 104 pacientes foram incluidos inicialmente,
com mediana de 37,5 anos. Cromossomo Filadélfia (Ph) foi encontrado em 33
pacientes. Dentre 45 casos de LLA de linhagem B Ph-negativos, apds a exclusao
de casos com fusado envolvendo os genes KMTZ2A ou TCF3/PBX1, 9 casos com
fusdo Ph-like foram identificados. Sobrevida global (SG) e livre de eventos em
3 anos foram 42.8% e 30.8%, respectivamente. Para pacientes tratados com
regime pediatrico, SG em 3 anos foi de 52.5%. Pacientes Ph-positivos foram
analisados conjuntamente a coortes consecutivas de mais outros 4 centros

publicos. Um total de 123 pacientes Ph+ com LLA foram analisados,



encontrando-se uma SG de 25% em 4 anos. A incidéncia de recaida foi de 29%,
enquanto a mortalidade n&o-recaida foi de 42%. Somente idade foi
independentemente associada com SG, e niveis de desidrogenase lactica e
invasdo de sistema nervoso central com recaida neste coorte. Os efeitos da
asparaginase peguilada (PEG), aprovada no Brasil em 2017, foram avaliados
em coorte envolvendo mais 2 centros. Neste estudo, 57 pacientes foram
incluidos — a incidéncia de eventos tromboembdlicos foi de 17.5%.
Hepatotoxicidade grau 3 ou superior foi mais frequente em pacientes obesos. Os
eventos associados a PEG em nosso meio foram igualmente relatados em

estudos de paises desenvolvidos.

Descritores: Leucemia-Linfoma Linfoblastico de Células Precursoras; Analise de
sobrevida; Analise de regressdo; Asparaginase; Cromossomo Filadélfia;

Transplante de medula 6ssea.



ABSTRACT

Fernandes da Silva Junior, W. Adult acute lymphoblastic leukemia: outcomes
after optimization of genetic evaluation and treatment regimens [thesis]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

In adults, acute lymphoblastic leukemia (ALL) presents with significantly inferior
outcomes when compared to the pediatric population, with a long-term survival
rate of 40-50%. In Latin America, single center retrospective reports have pointed
that the long-term survival for adults is even inferior to that reported by developed
countries. Clinical and genetic differences are described in this setting and the
impact of genetic lesions already reported worldwide, such as IKZF1 deletion,
CRLF2 rearrangement and tyrosine-kinase mutations were not published in our
setting. The present study aims to deepen the genetic characterization of adult
ALL, using a local cohort of patients treated with a standardized treatment
regimen. We also intend to analyze long-term outcomes of these patients, as well
as its toxicity, especially of asparaginase. Patients newly diagnosed with ALL or
ambiguous lineage at the Instituto do Cancer de S&o Paulo (ICESP) between
2015 and 2020 were the backbone of this project, although part of our analysis
were added to cohorts from other centers, aiming at increasing the statistical
power. A total of 104 patients was included, with a median age of 37.5 years.
Philadelphia chromosome was detected in 33 cases of B-lineage. Among 45 Ph-
negative B-lineage, after excluding KMT2A or TCF3-PBX1 cases, we identified 9
cases with a Ph-like fusion. Three-year overall survival (OS) and 3-year event-
free survival were 42.8% and 30.8%, respectively. For patients treated with a
pediatric regimen, 3-year OS was 52.5%. Ph-positive patients were studied
alongside cohorts from other 4 public centers. A total of 123 Ph+ ALL patients
was included, with a 4-year OS of 25%. Cumulative relapse incidence was 29%,
while non-relapse mortality was 42%. Only age was independently associated
with OS, and lactate dehydrogenase level and central nervous disease at

diagnosis were related to relapse in our cohort. Toxicity of pegylated-



asparaginase (PEG), approved in Brazil in 2017, was evaluated in a cohort
encompassing more other 2 centers. In this study, 57 patients were included —
incidence of thromboembolic events was 17.5%. In obese patients, grade 3
hepatotoxicity and hyperbilirubinemia were more common. PEG-related adverse
events were reported in our setting in a similar frequency to that reported by

developed countries.

Descriptors: Precursor Cell Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma; Survival
Analysis; Regression Analysis; Asparaginase; Philadelphia Chromosome; Bone

marrow transplantation.



1. Introducao

1.1. Leucemias agudas: uma viséo geral

A leucemia aguda €é uma doenga resultante de mutagdes
adquiridas por células-tronco ou progenitoras normais da medula Ossea,
conferindo vantagem proliferativa clonal e subsequente capacidade de invadir
tecidos (1). A percepcéo de que alteragbes gendmicas estavam por tras do
desenvolvimento desta doenga datam do meio do século XX, no qual
translocagbes cromossomais recorrentes passaram a ser descritas por
citogeneticistas (1). As leucemias agudas se caracterizam pelo acumulo de
células imaturas na medula éssea, tecidos e, quase sempre, no sangue
periférico dos doentes, levando a faléncia da hematopoese normal (2). De modo
geral, estas células podem ser de linhagem mieloide ou linfoide, de acordo com
a expressdo de antigenos de superficie detectados pelo exame de
imunofenotipagem, exame considerado indispensavel no diagnostico desta
enfermidade nos dias de hoje (2).

Atualmente, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) categoriza os
casos de leucemia aguda de acordo com a linhagem (mieloide, linfoide ou de
linhagem ambigua) e com as alteragbes genéticas recorrentes encontradas,
especialmente na leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia de células B
precursoras (LLA-B) (3). As leucemias linfoblasticas agudas s&o classicamente
subdivididas em leucemias de células precursoras B (LLA-B) e de células T (LLA-
T). Um ultimo e mais infrequente subgrupo, as leucemias de linhagem ambigua,
sdo um grupo de doengas cuja imunofenotipagem nao permite definitivamente
concluir a que tipo de linhagem a célula leucémica pertence.

LLA é a malignidade mais comum da infancia e consideraveis
avangos tem levado a cura da maior parte das criangas acometidas (4). A
incidéncia anual de LLA nos Estados Unidos é de 1,7 casos/100000 pessoas
(SEER, 2019). A distribuicdo de idade desta doenga é bimodal, com um pico
maior de incidéncia na infancia e ao redor dos 60 anos (6). A incidéncia no Brasil



nao é exatamente conhecida, porém dados no Instituto Nacional do Cancer
(INCA) estimam que houveram 5.940 casos novos de leucemia em homens e
4.860 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019, n&o distinguindo
especificamente o subtipo (INCA, 2018).

A progressiva implementagdo de modificagbes sequenciais nos
protocolos multidroga tem demonstrado um consistente aumento da sobrevida
ao longo das décadas em criangas (4). Historicamente, o desfecho de pacientes
adultos com LLA ndo é tdo bem sucedido — estima-se que 40-50% dos pacientes
atualmente sdo curados da doenca (8). A implementagdo de protocolos
“‘pediatricos” na populagdo adulta jovem parece aumentar as chances de
sobrevivéncia e o uso de terapias alvo recentemente incorporadas no arsenal

terapéutico tem ampliado ainda mais os horizontes de cura destes doentes (6,9).

1.2. Alteragdes genéticas em leucemia linfoblastica aguda

Além das classicas translocagdes descritas em LLA-B definidas
pela OMS (Quadro 1), a analise por técnicas de sequenciamento de proxima
geracéo (Next generation sequencing, NGS) de genoma e exoma tem permitido
encontrar multiplas dele¢gdes e mutagbes em genes junto com as alteragdes
previamente descritas (1). E hipotetizado que modificacdes cromossomais
estruturais sejam as lesdes genéticas iniciadoras, com alteracées em numero de
copias (copy nunber alterations, CNA) e mutagdes sequenciais somaticas sendo

as alteragdes secundarias também elicitadoras da leucemogénese (10).

Qaudro 1. Classificagao das leucemias linfoblasticas e de linhagem ambigua
(OMS, 2016)

Leucemias Agudas de Linhagem Ambigua

- Leucemia indiferenciada aguda
- Leucemia Aguda de Fenétipo Misto com t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
- Leucemia Aguda de Fendtipo Misto com t(v;11923.3); rearranjo do KMT2A

- Leucemia Aguda de Fendtipo Misto B/mieldide, nao especificada

- Leucemia Aguda de Fendtipo Misto T/mieldide, ndo especificada

Leucemia/Linfoma Linfoblastico B

- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B nao especificado




- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com t(v;11q23.3); rearranjo do KMT2A
- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1

- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com hiperdiploidia

- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com hipodiploidia

- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com 1(5;14)(q31.1;932.3) IL3-IGH

- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com t(1;19)(g23;p13.3) TCF3-PBX1
- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B BCR-ABL 1-like

- Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com iAMP21

Leucemia/Linfoma Linfoblastico T

- Early-T cell precursor leukemia*

Leucemia/Linfoma Linfoblastico de células NK

A translocagcdo mais frequentemente encontrada em LLA-B do
adulto é a 1(9;22)(q34;911) (cromossomo Filadélfia), gerando a proteina de fus&o
BCR/ABL1 (11). Este subtipo particular de LLA compreende 25-35% dos casos
novos no adulto e deve ser atualmente tratada com combinac¢ao de quimioterapia
e inibidores de tirosino-quinase (ITK), o que parece proporcionar taxas de cura
semelhantes as da populagao Filadélfia-negativo (12—14). Demais translocagdes
frequentemente encontradas em LLA-B do adulto sdo os rearranjos do gene da
histona-lisina N-metiltransferase 2A (KMTZ2A, antigo MLL) no cromossomo
11923, que séo considerados um marcador de prognostico ruim com protocolos
contemporaneos, e a t(1;19)(q23;p13), que gera a proteina de fusdo TCF3/PBX1
(10). Este ultimo subtipo ocorre em 5-6% dos casos do adulto e é considerado
um subgrupo de risco padréo se tratada com protocolos pediatricos otimizados
(15).

Hiperdiploidia alta (>50 cromossomos) € rara em adultos, porém
associada com bom prognostico. Em contrapartida, hipodiploidia (<44
cromossomos), embora raramente encontrada em adultos, € associada a
prognostico sombrio, especialmente na baixa hipodiploidia (32 - 39
cromossomos) e quase haploidia (24 — 31 cromossomos), onde alteragdes
colaterais parecem responsabilizar-se pelo péssimo prognaostico (10).



Alteragbes secundarias em fatores de transcrigdo linfoide como
PAXS, IKZF1, EBF1 e a descrigao recente de pacientes com perfil de expressao
génica semelhante a LLA-B Filadélfia positivo (Ph+), conhecidos como “Ph-like”
tem ampliado ainda mais este panorama (16). Isto tem permitido que um maior
numero de pacientes se beneficie de estratégias terapéuticas guiadas pelos
achados genéticos, como transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH)
em primeira linha e drogas alvo (6).

Os casos de LLA-T correspondem a cerca de 15 a 25% dos casos
de LLA do adulto e reconhecidamente possuem um panorama genético mais
heterogéneo. Translocag¢des envolvendo fatores de transcricdo e mutagdes em
genes importantes de diferenciagdo, sinalizacdo e supressdo tumoral, como
NOTCH1, FBXW7, BCL11B sado os mecanismos mais comuns (11). O subgrupo
de fendtipo mais imaturo (“early-T precursor’ — ETP), marcado pela auséncia de
expressao imunofenotipica de CD1a e CD8 com positividade para um ou mais
marcadores mieloides guarda um progndstico reservado e um perfil de
expressdo génica semelhante ao da célula tronco hematopoiética, merecendo

meng¢ao neste momento (11).

1.3. Tratamento da LLA do adulto

Com base no conhecimento cientifico acumulado ao longo das
ultimas décadas, se entende atualmente que o tratamento da LLA do adulto
deve ser feito com combinacdo de multiplas classes de quimioterapicos
associada a quimioterapia por via intratecal e, em alguns protocolos, radioterapia
(17). Os protocolos para tratamento de LLA, em geral, possuem uma primeira
fase de indugao de remissao, na qual uma combinacgao variavel de antraciclicos,
corticosteroides, asparaginase e ciclofosfamida visam restaurar a hematopoese
normal do paciente. Embora altas taxas de resposta completa (RC) sejam
alcancadas nesta primeira fase (85-95%), a doeng¢a no adulto € marcada por
posterior altas taxas de recaida, comprometendo a sobrevida global da mesma
(18).

A inducdo é seguida por ciclos subsequentes de consolidacéo,
intensificagao e, finalmente, 1 a 3 anos de manutencdo (19). Notadamente, o



uso de protocolos pediatricos na populacido adulta, parecem proporcionar taxas
de sobrevida a longo prazo mais altas (20).

Infelizmente, na América Latina, os poucos trabalhos avaliando os
resultados obtidos em LLA do adulto evidenciam taxas de cura inferiores a de
paises desenvolvidos (21-24). Maiores taxas de neutropenia febril, toxicidade
sisttmica e menor aplicabilidade dos protocolos no contexto hospitalar
contribuem com estes resultados inferiores (22,25).

Nos pacientes com rearranjo BCR/ABL1 detectado, a combinagéo
de ITKs ao arsenal terapéutico aprofunda as taxas de RC e de sobrevida a longo
prazo, sendo hoje considerada fundamental no tratamento (14). Diversas
estratégias recentes tem priorizado o uso do ITK em detrimento a quimioterapia
nos regimes de indugdo, reduzindo o perfil de toxicidade do tratamento deste
subgrupo (26). Na LLA Ph+, o acompanhamento da resposta normalmente &
realizado através da quantificagdo, por reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real (RT-PCR), do transcrito BCR/ABL1 em amostras de medula 6ssea
seriadas ao longo do tratamento (27). O alcance de remissdo molecular &
considerado imprescindivel para cura neste subgrupo (28).

1.4. Prognostico em LLA do adulto

Diversos fatores prognosticos vém sendo identificados ao longo
das ultimas 4 décadas pelos estudos dos grandes grupos cooperativos.
Entretanto, estes fatores sdo heterogéneos e, por vezes, superponiveis e de
impacto incerto na terapia da LLA, tornando seu poder prognostico controverso
quando analisados individualmente. Classicamente, os fatores prognosticos em
LLA s&o divididos em fatores ao diagnodstico (clinicos, imunofenotipicos,
citogenéticos e moleculares) e de resposta a terapia (clearance de blastos e a
afericdo da Doenga Residual Mensuravel [DRM]) (17). A primeira categoria se

encontra resumida no quadro 2.



Quadro 2. Fatores de mau progndéstico em LLA do adulto

ldade acima de 35 anos

Contagem leucocitaria acima de 30 mil (LLA-B) ou 100 mil (LLA-T)
LLA-B com expressao de CD20

LLA pré-B na classificagao EGIL

LLA pré-B na classificagdo EGIL com auséncia de CD10

Early-T cell precursor ou LLA-T madura na classificagdo EGIL
LLA T com expressédo de CD117
BCR-ABL1

Rearranjo envolvendo o gene KMT2A

Hipodiploidia (<40 cromossomos)

Cariotipo complexo (> 5 alteragdes cromossémicas)
Auséncia de mutacdo NOTCH1/FBXW?7 ou presenga de mutagdao RAS/PTEN

Apesar dos inumeros fatores estaticos acima mencionados, sabe-
se hoje que o mais poderoso fator prognéstico em LLA é a afericdo da DRM (29).
A avaliacdo seriada da resposta ao tratamento ao longo dos ciclos de tratamento
parece predizer com mais seguranga aqueles pacientes que alcangarao
remissdo a longo prazo ou recairdo, permitindo a utilizagcdo precoce de

estratégias como o TCTH e terapias alvo (30).

1.5.  Novos subtipos em LLA-B

Nos ultimos anos, a utilizagdo de tecnologias de sequenciamento
em larga escala (next-generation sequencing, NGS) das amostras de pacientes
com LLA tem permitido refinar o entendimento das alteragdes genéticas
envolvidas na patogénese e no prognostico desta doenga (31). Ainda assim,
apesar do impacto estabelecido pelo achado das translocacbes, CNAs e
mutagdes pontuais no prognostico, a expressao génica permitiu a identificagcao
de novos subgrupos em LLA. Estes estudos de expressao foram realizados com
microarrays de transcriptoma e, mais atualmente, utilizando sequenciamento em
larga escala de RNA (RNA-seq) (31).



Estes estudos de expressao permitiram a descoberta da assinatura
Ph-like em casos nao caracterizados de LLA-B, com menor resposta a
quimioterapia padrdo e maior taxa de recaida (32). Este subgrupo é
caracterizado por alteragdes envolvendo o gene IKZF1 (gene codificador do fator
de transcrigdo linfoide IKAROS), com delegdes focais, frequentemente
monoalélicas, como principal mecanismo lesional (33). Estas dele¢des podem
envolver todo o gene ou somente parte dele, com as dele¢des afetando os éxons
4 a 7 capazes de gerar isoformas dominante-negativas que comprometem a
funcao supressora tumoral normal deste gene (34). Neste subgrupo, o aumento
da expressdo de genes de célula-tronco foi 0 que permitiu a identificagcdo e
destacamento progndstico subsequentemente (33).

Na pratica clinica, as tecnologias de NGS e microarray ndo séo
amplamente disponiveis, tornando o diagnodstico da LLA Ph-like desafiador.
Estratégias envolvendo marcadores substitutivos para este subtipo tem sido
adotadas em centros selecionados, como a expresséo do gene CRLF2 (Cytokine
receptor-like factor 2) por imunofenotipagem, a identificacdo das translocacdes
do CRLF2 por FISH, das fusdes envolvendo os genes ABL e JAK-EPOR por RT-
PCR e o rastreio das mutacdes ativadoras de tirosino-quinase (JAK1, JAKZ2,
genes RAS, por exemplo (35,36). Estes subgrupos genéticos se distribuem de
modo diferente entre as diferentes faixas etarias (Figura 1).
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Figura 1. Distribuigao de subgrupos genéticos de acordo com a idade. Retirado de: lacobucci | and
Mullighan C, 2017 (com permissao).

1.6. LLA na América Latina

Poucas iniciativas de pesquisa em LLA do adulto foram conduzidas
na América Latina nos ultimos anos. Levantamentos retrospectivos unicéntricos
tem evidenciado que a sobrevida da populagdo adulta é inferior a de paises
desenvolvidos (21-24,37-39). A estratificagdo genética destes casos é
realizada de maneira heterogénea e nao sistematica, sendo restrita a centros
grandes e/ou académicos. No Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
(ICESP) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP),
estudos retrospectivos prévios conduzidos na ultima década evidenciaram uma

sobrevida global (SG) em 3 anos de 30,5% (n=102 pacientes) com estratégia



UCLA/BFM e 23,5% em 5 anos com uma adaptag¢ao do protocolo alemao (n=62
pacientes) para realidade local (21,22).

Evidéncias limitadas convergem para o fato de que diferengas
biolégicas também existem na América Latina — parece haver uma maior
incidéncia de achados de maior risco, como o cromossomo Filadélfia e subtipo

Ph-like nos trabalhos americanos envolvendo pacientes hispanicos (35,40).
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2. Projeto aprovado na Comité de Etica (CAPPesq-

HC) e emendas associadas

1.7.  Titulo:
Avaliacdo genética em leucemia linfoblastica e/ou bifenotipica do
adulto (CAAE — Plataforma Brasil: 80534117.4.0000.0068).

1.8. Introducgao:

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna
invariavelmente agressiva, causada pelo acumulo de células imaturas da
linhagem linfoide B ou T no sangue, medula 6ssea ou tecidos (41,42). E uma
rara entidade, representando menos de 1% de todas as neoplasias (21). Estima-
se que cerca de 60% dos casos de LLA tenham diagndstico antes dos 20 anos,
de acordo com estatisticas internacionais (43). Estimativas do INCA afirmam que
cerca de 10.070 casos novos de leucemia aguda seriam diagnosticados no Brasil
no ano de 2016, sendo cerca de 2.014 casos de LLA se seguirmos as estatisticas
mundiais de frequéncia desta doenca (44).

A LLA que ocorre na infancia possui prognéstico favoravel e
excelentes resultados com protocolos quimioterapicos de indugao de remissao,
com sobrevida livre de doenga (SLD) de cerca de 80% em 5 anos (45). A LLA
do adulto, pelo contrario, possui uma SLD marcadamente reduzida, tanto pela
maior frequéncia de alteragbes genéticas reconhecidamente negativas como
pela menor tolerancia aos esquemas quimioterapicos intensificados. Estima-se
uma SLD de 30-45% em 5 anos para a populagao adulta, sendo esta ainda
inferior nos pacientes acima dos 40 anos (46—48).

A LLA manifesta-se tipicamente com sintomas constitucionais, dor
O0ssea, sangramentos ou infecg¢des, relacionados a ocupacdo medular pelas
células blasticas patoldgicas. A identificagdo morfoldgica dos linfoblastos pela
microscopia e avaliagdo imunofenotipica de Ilinhagem e estagio do
desenvolvimento por citometria de fluxo sdo essenciais para o diagnostico(49).

Em adultos, 75% dos casos de LLA sao de linhagem B (42). Nao existe ainda
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um modelo prognostico universalmente reconhecido e utilizado para
determinacdo do prognostico dos pacientes com esta enfermidade. Varios
grupos tem estabelecido que idade (acima de 35 anos), contagem leucocitaria
(acima de 30000 leucdcitos para LLA-B ou acima de 100000 leucécitos para
LLA-T), cariotipo ao diagnostico e o tempo necessario para atingir resposta
completa (RC) como fatores progndsticos significativos (47,48,50-52). Uma
ferramenta mais potente de estimar o progndstico dos pacientes tem sido a
avaliacdo da presengca de Doenca Residual Minima (DRM), que reflete
primariamente o comportamento da célula neoplasica diante dos esquemas
quimioterapicos e fatores individuais do hospedeiro. Em geral, a redugdo da
DRM acontece de forma mais lenta nos adultos, com uma menor propor¢ao dos
mesmos alcangando o status de negativagao (30).

A heterogeneidade do panorama genético da LLA tem sido alvo de
intensas pesquisas, especialmente na ultima década. Desde 2001, a
Organizagao Mundial de Saude (OMS) tem classificado as LLAs de acordo com
as principais alteragbes genéticas encontradas, destacadamente aquelas que
determinam impacto progndstico e/ou terapéutico (53). Estes subtipos s&o
definidos por alteragbes cromossdmicas estruturais iniciais, seguidas de
alteragdes secundarias (alteracbées no numero de copias do DNA e mutagdes)
que contribuem para leucemogénese. A completa avaliagdo genética dos novos
casos de LLA, especialmente nos paises subdesenvolvidos como o Brasil, € um
grande desafio, visto que requer uma adequada integracdo de varias
metodologias laboratoriais, como citometria de fluxo, cariétipo convencional,
hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH) e técnicas de biologia molecular como
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), multiplex-ligation dependent probe
amplification (MLPA), sequenciamento de préxima geragao (next-generation
sequencing, NGS) e microarray.

A OMS acrescentou, em 2016, além das LLAs com alteracbes
cromossOmicas estruturais classicas [cromossomo Filadélfia (Ph), rearranjo do
KMT2A, translocacao ETV6/RUNX1, hiperdiploidia, hipodiploidia, translocacdes
IL3/IGH e TCF3/PBX1, o reconhecimento da LLA B BCR/ABL1-like e com
amplificagdo intracromossomal do 21 (iAMP21) sendo relevantes na
classificagao diagnodstica. No caso das LLAs de linhagem T, foi destacado o
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negativo impacto prognostico das chamadas Early T-cell Leukemia (ETP),
identificadas facilmente através da imunofenotipagem ao diagnéstico. Alteragdes
citogenéticas numéricas sdo menos frequentes neste grupo, marcado, em cerca
de 60% dos casos por mutagdes envolvendo o gene NOTCH1 (11).

Em 2-5% das leucemias agudas, os pacientes sdo acometidos por
subtipos especificos nos quais a definicdo de linhagem por imunofenotipagem
ndo € possivel — as denominadas Leucemias de Linhagem Ambigua (54). A
maioria destes casos compartilha um fenotipo B/mieldide (59%) e s&o marcadas
por uma incidéncia de cromossomo Filadélfia semelhante a populagdo com LLA
(15-20%) e rearranjo envolvendo o gene KMT2A (4-11%) (55). A caracterizagao
das alteragdes cromossémicas primarias destes casos, a despeito do pequeno
numero de pacientes por publicagdo, ja foi realizada. Entretanto, pouco se foi
estudado a respeito das alteragdes cooperantes secundarias, envolvidas na
leucemogénese e progresséo destes casos (54,56-58).

No Brasil ha uma grande escassez de estudos no que concerne as
alteragdes genéticas em LLA no Brasil, especialmente, nos pacientes
adolescentes e adultos. Diferengas clinicas e até mesmo genéticas nesta doenca
sao descritas na América Latina, provavelmente relacionadas as diferencas nos
fatores de suscetibilidade do hospedeiro entre diversos grupos étnicos (59,60).
Primeiramente, o impacto de alteragdes genéticas ja bem descritas mundo afora
como delegcdo e/ou mutagdo do IKZF1, rearranjo do CRLF2 e determinadas
mutagdes em tirosino-quinases ainda nao foram publicadas em coorte brasileira,
dificultando a implementac&o destes testes e a padronizagdo dos mesmos na
rotina, especialmente no ambito do SUS. O papel da epigenética, especialmente
das vias de metilagéo e da interagdo com micro-RNA tem papel relevante, porém
pouco estudado em LLA. Sabe-se hoje que muitas destas alteragdes sao alvos
genéticos que podem ser atingidos através do uso de drogas inibidoras como
dasatinibe ou ruxolitinibe (61,62).

Considerando o exposto, propomos uma avaliagdo genética mais
profunda dos casos de LLA, envolvendo o rastreio de dele¢des e mutagdes por
painel de MLPA, associado a pesquisa de mutag¢des por RT-PCR envolvendo
tirosino-quinases com maior potencial “drogavel”’. O estudo da expresséo de
MDR1 também ser&o realizados, buscando conhecer melhor o perfil genético
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das LLAs na populacdo brasileira e correlaciona-los com variaveis clinicas e

prognosticas.

1.9. Objetivos:

Objetivo geral: Aprofundar a caracterizagdo genética da LLA do
adulto, buscando identificar aberragdes secundarias cooperativas na

leucemogénese.

Objetivos especificos:

e Delinear um perfil clinico-genético das LLAs atendidas no
complexo HCFMUSP;

e Encontrar variaveis prognosticas ao diagnodstico que possam
correlacionar-se com desfecho a longo prazo;

e Padronizar as metodologias de diagnostico e caracterizagéao

genética em LLA.

1.10. Critérios de inclusao e exclusao

1.10.1. Critérios de Inclusao
e Diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda ou de linhagem
ambigua pela classificagdo OMS em pacientes acima de 16 anos
admitidos no complexo HCMFUSP (inclui o Hospital das Clinicas
da FMUSP e o Instituto do Céancer do Estado de Sao Paulo,
ICESP).

1.10.2. Critérios de Exclusao

e Recusa em assinar termo de consentimento livre e esclarecido
(exceto se paciente veio a Obito antes da possibilidade de
aplicagdo do mesmo);

e Auséncia ou baixa qualidade do material genético colhido ao

diagndstico.
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1.11. Materiais e métodos

1.11.1. Pacientes

Seréao selecionados cerca de 60 casos de pacientes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP)
com amostras de DNA excedente de analises clinicas genéticas rotineiras e que
tenham sido obtidas no momento do diagndstico. Pellets de citogenética
previamente armazenados no Laboratério de Citogenética do Servigo de
Hematologia do HCFMUSP também ser&o utilizados compreensivamente a fim
de correlacionar alguns resultados obtidos por MLPA.

1.11.2. Desenho do estudo

Este é um estudo retrospectivo descritivo, com base na analise de
amostras armazenadas. As amostras serdo classificadas de acordo com a
classificagdo da OMS em quatro subgrupos — fenotipo B Ph-negativo, fenétipo
T, fenotipo ambiguo Ph-negativo e as leucemias agudas Ph-positivo. A
classificagao genética inicial é rotineiramente feita no servigo de Hematologia e,

envolve, ao diagnostico a realizagdo dos seguintes exames:

Fenétipo B Fenétipo T Linhagem Ambigua

- Caridtipo convencional,
- BCR-ABL p190 e p210
por RT-PCR,;

- ETV6-RUNX1 por RT-
PCR;

- TCF3-PBX1 por RT-
PCR;

- MLL-AF4 por RT-PCR.

- Caridtipo convencional.

- Cariétipo convencional,
- Pesquisa de BCR-ABL
p190 e p210 por RT-
PCR;

- MLL-AF4 por RT-PCR.
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Ap6s a classificagao inicial por meio de testes rotineiramente

realizados no servigo, pretendemos estudar estes trés grupos através de um

painel genético envolvendo vias relevantes e/ou ndo-estudadas comprometidas

com cada subgrupo.

PAINEL GENETICO INICIAL PROPOSTO

CDKN2B, MIR31 e
status 14q32;

CDKN2B, MIR31
e status 14932;

CDKN2B, MIR31 e
status 14q32;

) Ambiguo Ph- .
B Ph-negativo T ] Ph-positivo
negativo
MLPA para MLPA para MLPA para MLPA para
IKAROS1, 2 e 3, IKAROS1,2e 3, |IKAROS1,2e 3, IKAROS1, 2 e 3,
CDKN2A e CDKN2A e CDKN2A e CDKN2A e

CDKN2B, MIR31
e status 14932;

MLPA para CRLF2,

Mutacgao dos

MLPA para CRLF2,

MLPA para

nos casos com
MLPA positivo ou

duvidoso;

complementar
pesquisando
PAXS5, IL7R,
KRAS, JAK2,
IKZF1, TTN,
SH2B3, FLT3,
MUC16, LTBP1,

nos casos com
MLPA positivo ou

duvidoso;

CSF2RA e IL3RA; dominios CSF2RA e IL3RA; CRLF2, CSF2RA
NOTCH1: e IL3RA;

FISH para Painel mutacional | FISH para Painel mutacional

amplificagao envolvendo os amplificagao envolvendo os

intracromossémica | genes ETV6, intracromossémica | genes ETV6,

do 21; ABL1, ABL2, do 21; ABL1, ABL2,
RCSD1-ABLA1, RCSD1-ABLA1,
ZMZ1, FOXP1, ZMZ1, FOXP1,
SNX2, NUP214, SNX2, NUP214,
SFPQ, RANBP2, SFPQ, RANBP2,
NRAS"; NRAS";

FISH para CRLF2 Painel FISH para CRLF2 Painel

complementar
pesquisando
PAXS, IL7R,
KRAS, JAK2,
IKZF1, TTN,
SH2B3, FLT3,
MUC16, LTBP1,
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NUP214, SFPQ,
RANBP2, NRAS";

NUP214, SFPQ,
RANBP2, NRAS;'

KIF2B e BSN?. KIF2B e BSN?.
Painel mutacional Painel mutacional Mutagéo do
envolvendo os envolvendo os dominio quinase
genes ETVG6, ABLA1, genes ETVG6, ABLA1, do ABL1 por
ABL2, RCSD1- ABL2, RCSD1- Sanger.
ABL1, ZMZ1, ABL1, ZMZ1,
FOXP1, SNX2, FOXP1, SNX2,

Painel
complementar
pesquisando PAX5,
IL7R, KRAS, JAK2,
IKZF1, TTN,
SH2B3, FLT3,
MUC16, LTBP1,
KIF2B e BSN2.

Painel
complementar
pesquisando PAX5,
IL7R, KRAS, JAK2,
IKZF1, TTN,
SH2B3, FLT3,
MUC16, LTBP1,
KIF2B e BSN2.

' Painel desenvolvido baseado nas mutagées com maior potencial “drogavel” (35,61,63).

2 Mutagdes mais frequentemente encontradas em LLA Ph-like (64).

1.11.3.

Coleta de amostras

O estudo sera realizado em amostras de sangue e/ou medula éssea

que séo colhidos rotineiramente ao diagnostico dos pacientes com LLA ou

Leucemia de Linhagem Ambigua. Os pacientes que forem admitidos na

instituicdo preenchendo os critérios de inclusdo poderdo ter suas amostras

incluidas no projeto, conforme cronograma e aplicagdo de TCLE nestes casos

novos. As amostras de sangue e/ou medula 6ssea que serdo utilizadas sao

rotineiramente colhidas ao diagndstico de qualquer leucemia aguda para

estratificacao de risco, conforme protocolo do servico.

1.11.4.

de ligacao)

MLPA (Amplificacao Multiplex de sondas dependentes
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A técnica de MLPA permite a deteccédo de alteragdes no numero de
copias em segmentos de DNA, sendo uma metodologia pratica e de rapido uso
na rotina clinica. As amostras de DNA serdo extraidas usando Blood genomic
Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare™, UK) da fragao de células granulociticas
(DNA germinativo) e da medula O0ssea ao diagnodstico (de
biobanco/biorrepositorio ou material genético excedente de analise laboratorial
de rotina) serdo quantificadas através de espectrofotometria utilizando Nanodrop
ND 1000 (NanoDrop, UNISCIENCE, USA). Usaremos uma quantidade total de
50-250 ng (preferivelmente 50-100 ng) de DNA em um volume de 5 pl volume
para cada reagao (65).

Neste estudo serdo utilizados os kits SALSA MLPA probemix P202-
B2 e P329 A2 (MRC-Holland, Amsterdam, the Netherlands), ja utilizados
previamente por pesquisadores para rastreio das alteragdes de interesse (66—
70). O kit P202-B2 contém sondas para cada éxon do gene IKZF1. Além disso,
contém trés sondas para IKZF2 (2q34) e o IKZF3 (17921.1), que também
possuem papel na diferenciagdo e proliferagdo linfocitaria B. Os genes CDKNZ2A,
CDKNZ2B-MIR31 e a regiao 14932.33 também s&o contempladas neste kit. O kit
P329-A2 possuem sondas para as regides do CLRF2, CSF2RA e IL3RA. A
validag&o dos kits esta descrita no site do fabricante (www.mrc-holland.com). Os
dados serao gerados por sequenciador automatico ABI 3500 (Life Technologies)
e analise dos resultados da reacdo de MLPA sera realizada utilizando os
programas GeneMarker (Softgenetics, LLC, State College, PA -
www.softgenetics.com) e Coffalyser.Net. (www.mipa.com.br). Os resultados
serdo normalizados contra os controles normais e considerados alterados
quando o tamanho do pico relativo for menor do que 0,65 (dele¢c&o) ou maior que
1,20 (duplicagdo) em comparagao as amostras normais.

As analises seréo realizadas no Laboratério de Biologia Tumoral do
Servigo de Hematologia do HCFMUSP.

1.11.5. FISH (Fluorescéncia por hibridacao in situ)

A utilizagdo do FISH em casos com auséncia de metafases ou com
alteragdes flagradas (dele¢des) no MLPA se faz necessaria a fim de se confirmar
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a alteragdo encontrada. Esta técnica também é considerada o padrao-ouro na
deteccdo da amplificagdo do cromossomo 21 (iIAMP21), alteracéo
reconhecidamente prognostica pela OMS (53,71). Para tal, a pesquisa sera feita
através do uso de sonda para detecgdo da t(12;21), conforme ja descrito
previamente (72). A confirmacéo do rearranjo envolvendo o CRLF2 também
devera ser realizada, nos casos com amostra disponivel.

As sondas a serem utilizadas serdo: TEL/AML1 (ETV6/RUNX1)
Translocation, Dual Fusion (LPH 012-A, Cytocell) e CRLF2 Proximal (LPH 512-
A, Cytocell) (maiores informagdes em http://www.cytocell-us.com/).

A validagdo das sondas e sua analise seguirdo procedimentos ja
estabelecidos no Laboratorio de Citogenética do Servigo de Hematologia do
HCFMUSP (73).

1.11.6. Reacdo em cadeia de polimerase para painel pré-
estabelecido

Reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) e sequenciamento por
Sanger de DNA neoplasico e de controle saudavel sera realizado para detectar
mutagdes no painel acima. Primers seguem validagdo interna e as
recomendagdes do fabricante (Invitrogen, mais informagbes em

https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/invitrogen.html).

1.11.7. Coleta de dados clinicos

Dados a respeito de informacgdes clinicas, resposta ao tratamento,
sobrevida global e recidiva serdo extraidos de prontuarios e bancos de dados.
Os dados serao coletados utilizando o sistema RedCap (redcap.hc.fm.usp.br) e,
posteriormente, transferidos para planilha do Microsoft Excel para analise
estatistica.

1.11.8. Analise Estatistica
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Analise estatistica sera feita com os softwares SPSS (v22.0, Chicago,
IL) e R v3.0.2. A anadlise de qui-quadrado sera utilizada para comparar
caracteristicas clinicas dos pacientes e taxa de resposta ao tratamento por
estado mutacional. Devido a multiplas comparag¢des, consideraremos como
estatisticamente significante um p-valor <0.001 apenas. A sobrevida sera
estimada pelo método de Kaplan-Meier, e recidiva sera estimada pelo método
de incidéncia cumulativa considerando morte nao-leucémica como um risco
competidor. O teste de logrank e o teste de Grey serdo utilizados para
comparagao de sobrevida global e analisar incidéncia cumulativa de recidiva,
respectivamente. Um modelo de regressao logistica multivariado sera utilizado
para definir associagdes entre multiplas caracteristicas clinicas e resposta ao
tratamento. Um modelo de Cox sera usado para definir variaveis associadas com
sobrevida global. O modelo de Grey sera usado para definir variaveis associadas

com incidéncia cumulativa de recidiva.

1.11.9. Centros Parceiros

O HCFMUSP sera a instituicdo coordenadora do estudo e o ICESP e
o Instituto Sirio-Libanes de Ensino e Pesquisa (IEP-HSL) como instituigdes
coparticipantes. Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Vanderson Rocha. Dr. Israel
Bendit € o responsavel pelo Laborat6rio de Biologia Tumoral e Dra. Elvira Velloso
€ a responsavel pelo Laboratério de Citogenética do Servigo de Hematologia do
HCFMUSP e a Dra. Mariane Amino é a responsavel pelo Laboratério de
Oncologia Molecular do IEP-HSL.

1.12. Consideragdes éticas

Antes da coleta de amostras a partir do inicio do estudo, os pacientes
assinardo um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (vide anexo B)
concordando com a extragdo de DNA de material biologico armazenado e a
utilizagcdo de seus dados clinicos e laboratoriais no estudo. A participacéo dos
pacientes no estudo é voluntaria; dados que possam identificar os pacientes

serdo mantidos confidenciais. Serdo cumpridos os principios enunciados na
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Declaragao de Helsinque emendada em Hong-Kong, em 1989. Cada paciente
incluido no estudo recebera um numero individual para identificacao.
Informagdes sobre os resultados de sequenciamento genético poderéo ser
compartilhados em parte com bancos publicos existentes de dados gendmicos
(ex.:SRA-Sequence Read Archive- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). Nao serao
compartilhados dados com instituicdes financeiras, e ou terceiros. A qualquer
momento, o paciente pode desistir de participar do estudo. Caso isso ocorra,
seus dados ndo serdo mais analisados, o material genético sera desprezado e
os dados de sequenciamento que foram eventualmente depositados em bancos
publicos de dados gendmicos serao retirados.

Sera solicitado a dispensa de obtengcdo do TCLE dos pacientes ja
falecidos no momento do estudo e cuja amostra ja havia sido colhida
previamente ao inicio do estudo em razdo desta pesquisa apresentar carater
retrospectivo, por tratar de levantamento de dados junto a prontuarios e testes
em amostras colhidas rotineiramente e nido ser possivel o contato com os
sujeitos de pesquisa selecionados, visto que boa parte dos pacientes veio a 6bito
ou tiveram perda de seguimento. A analise estatistica ira buscar associagcéo das
mutagdes com sobrevida, e para isso € essencial. Todos os dados serao
conduzidos e analisados de forma andnima, e os resultados decorrentes do
estudo n&o permitira a identificagdo individual dos participantes. Sera realizada
analise de DNA apenas para sequenciamento de genes especificos com o
objetivo unico e isolado de buscar alteragbes somaticas que possam estar
relacionadas com a patogénese da doenga. Nao sera realizado cultivo de células
desses pacientes em meio de cultura.

Todos os pesquisadores envolvidos no estudo acima se
comprometem, a utilizar os dados provenientes deste, apenas para os fins
descritos no protocolo e a cumprir todas as diretrizes e normas
regulamentadoras descritas na Res. CNS N° 466/12, e suas complementares,
no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos dados coletados.

O projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas (CAPPesq — numero do parecer 2.497.397) e com
aprovagao concomitante do nucleo de pesquisa do ICESP (Registro NP:
1228/17).
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1.13. Cronograma

O projeto sera desenvolvido em quatro etapas distintas em um
periodo de dois anos. A primeira fase, com doze meses de duracdo, sera
destinada a aprovagao no comité de ética, inclusdo dos pacientes e das variaveis
na base de dados e a extragdo de DNA/RNA dos materiais armazenados. Neste
periodo, novos pacientes poderdo ser incluidos no estudo. Na segunda fase,
com duracédo de 10 meses, serdo concluidos os experimentos e se iniciara a
analise dos dados. A terceira fase sera destinada a analise computacional dos
resultados obtidos e se iniciara tdo logo termine o primeiro sequenciamento. Sua
duracgao prevista € de 4 meses. Na quarta e ultima fase sera realizado a analise
estatistica dos dados obtidos e comparacdo com analise de mutacdes. Sua
duragao aproximada é de dois meses.

1.14. Emendas e projetos associados

1.14 1. Inclusdo do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio-
Libanés como instituicdo coparticipante (Parecer 2.827.153,
Agosto/2018)

1.14.2. Inclusdo de centros participantes em projeto retrospectivo
multicéntrico em LLA/Leucemia de linhagem ambigua do adulto
(CAAE: 16697119.5.1001.0065, Julho/2019).

1.14.3. Avaliacdo multicéntrica dos desfechos apds transplante
alogénico de medula o6ssea em LLA do adulto (CAAE:
01901718.7.1001.0068, Outubro/2018).
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3. Artigos publicados e submetidos

1.15.

1.16.

Toxicity Profile of PEG-Asparaginase in Adult Patients with Acute
Lymphoblastic Leukemia in Brazil: A Multicenter Cross-Sectional
Study

Silva WFD, Massaut IHB, Bendlin RM, Rosa LI, Velloso EDRP, Rego
EM, Rocha V. Toxicity Profile of PEG-Asparaginase in Adult Patients
with Acute Lymphoblastic Leukemia in Brazil: A Multicenter Cross-
Sectional Study. Clin  Lymphoma Myeloma Leuk. 2020
Aug;20(8):€523-e528. doi: 10.1016/j.cIml.2020.04.001. Epub 2020 Apr
13. PMID: 32389674.

Jornal: Clinical Lymphoma Myeloma Leukemia

Fator de Impacto (JCR): 3,23

Philadelphia-positive B-lymphoblastic leukemia in a middle-income
country - A real-world multicenter cohort

Silva WF, Silverio A, Duarte BKL, Aguiar TF, Bendlin RM, Massaut
IHB, Pagnano KBB, Velloso EDRP, Rocha V, Rego EM. Philadelphia-
positive B-lymphoblastic leukemia in a middle-income country - A real-
world multicenter cohort. Leuk Res. 2021 Nov;110:106666. doi:
10.1016/j.leukres.2021.106666. Epub 2021 Jul 13. PMID: 34274856.

Jornal: Leukemia Research

Fator de Impacto (JCR): 3,16
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1.17. Adult acute lymphoblastic leukemia in a resource-constrained setting:

outcomes after expansion of genetic evaluation (submetido)

Silva WF, Amano MT, Perruso LL, Cordeiro MG, Kishimoto RK, Leal
AM, Nardinelli L, Bendit I, Velloso EDRP, Rego EM, Rocha V.

Jornal: Hematology

Fator de Impacto (JCR): 2,269
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4. Discussao

In this work, we were able to build a retrospective registry of acute
lymphoblastic leukemia (ALL) at our service (Ambulatério de Leucemias Agudas,
Institute do Cancer do Estado de Sao Paulo) as well as implementing a
systematic genetic evaluation of such cases. The starting point was reviewing our
outcomes after the German protocol (adaptation of GMALL 07/2003) in our
center, which was reported before this study (22). From that point onwards, we
started to gather and report our data on ALL, through above mentioned
publications.

In the first publication (Toxicity Profile of PEG-Asparaginase in Adult
Patients with Acute Lymphoblastic Leukemia in Brazil: A Multicenter Cross-
Sectional Study), after collecting all clinical data from ALL and ambiguous lineage
leukemia, we decided to specifically look at the toxicity data of peg-asparaginase
after its incorporation in the ALL therapy in Brazil. Across the world, the long-
acting pegylated form of the drug has been used more often than the short-acting
native Escherichia coli derived form (native asparaginase), even though peg-
asparaginase was late approved in Brazil in 2017, after a central shortage of the
native drug (74). This fact immediately posed a problem to clinicians — adapting
their current treatment protocols and dealing with major toxicities from this drug.
While it is widely recognized that using asparaginase-based regimens is
associated with improved outcomes in adolescents and adults, its toxicity is not
negligible and must be monitored (75). The toxicity of peg-asparaginase in adults
from Latin America was unknown, even though there was a suggestion that
pharmacogenetic differences make Hispanics more prone to liver toxicity.

Data from three reference centers were included, all incorporating peg-
asparaginase in their treatment backbone. We collected clinical data focused on
thromboembolic events and liver toxicity — two major toxicities of asparaginase in
adults, within 60 days after the drug administration. Fifty-seven patients were
included, and baseline features, route of administration and number of doses
were reported. We found an incidence of thromboembolic event of 17.5% (95%
confidence interval [Cl], 9.2-30.3), with no fatal case related to the drug. This
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incidence was similar to that reported in larger studies (76,77). | consider this
finding relevant as it highlights the lack of evidence of prior practices such as
cryoprecipitate or antithrombin replacement and prophylactic anticoagulation. In
ICESP, we have given prophylactic enoxaparin during induction if feasible, while
a strategy of no cryoprecipitate replacement was established.

Few mild infusion reactions were reported by centers (2/57), corroborating
the safety of intravenous route in adults in our setting. Traditionally, native
asparaginase was frequently administered by intramuscular route in adults for
fear of severe allergic reactions.

Regarding liver toxicity, it was found that minor liver enzyme alterations
can be seen in 77% of cases, with grade 3 or higher hyperbilirubinemia being
reported in 28%. The latter can be problematic during induction as it might
prevent the administration of other important drugs such as anthracyclines and
vincristine. In this report, we could emphasize the high incidence of liver toxicity
in our cohort, which is in line with other reports suggesting that Hispanic patients
might experience greater liver toxicity (78).

In the second paper (Philadelphia-positive B-lymphoblastic leukemia in a
middle-income country - A real-world multicenter cohort), we decided to focus our
clinical analysis on the Philadelphia-positive (Ph+) cases. Prior publications from
our group had not analyzed this subgroup apart, (21,22) even though this subset
has several particularities. Ph+ ALL is no longer considered a prominently poor
prognostic subgroup within ALL cases since the incorporation of tyrosine-kinase
inhibitors (TKI) into the frontline treatment (13,79). The role of upfront allogeneic
hematopoietic stem-cell transplantation (alloHCT) has also been questioned
since a fraction of patients can achieve deep remissions with chemotherapy plus
TKI. In our setting, availability of alloHCT and higher toxicity with this procedure
aggregate challenges to Ph+ ALL management. In this work, we developed a
multicenter retrospective cohort analysis, acknowledging all differences and gaps
inherent in this sort of study.

A total of 477 patients were diagnosed with ALL in all five participant
centers, being 123 Ph+ ALL. This population was mostly treated with
chemotherapy plus imatinib, the only TKI approved for first-line therapy in Brazil.
By analyzing our findings, we found a high early mortality (14.6%), statistically
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associated with age at the diagnosis. Philadelphia-chromosome has an
increasing incidence with age, being the toxicity of induction regimens a major
issue in this disease (80). Patients continued to experience noticeable toxicity
during consolidation courses, with a 42% of non-relapse mortality (NRM)
throughout the follow-up. Less than 30% of patients proceeded alloHCT, with
36% of NRM after the procedure.

In a 4-year period, the relapse-free survival was 24.2% (95 % Cl 17.3-34),
while the relapse incidence was 29.5%. Lactate dehydrogenase levels and
central nervous disease were related to relapse in this cohort. Age was the only
variable independently associated with overall survival, even with the inclusion of
alloHCT as a time-dependent variable. Our results demonstrate that we still
struggle to adapt external protocols for treating ALL in our country, as we
detected that most deaths in our cohort are associated with toxicity than treatment
failure itself. Later line TKIs are heterogeneously available in Brazil, which might
have impacted on the salvage strategies after first relapse or suboptimal
response to imatinib.

Regarding prognostic variables raised by this study, we found that only
age influenced our survival outcomes. This finding was confronted in the
manuscript with other cohorts, bringing the question that we still need prospective
registry studies on Ph+ ALL in order to surely define baseline risk factors which
allow patients to be spared more intensive approaches. Although some
limitations can be pointed in this work, mostly due to its retrospective nature, we
can still draw valuable pieces of information — our survival is disappointing; we
need to optimize treatment regimens to decrease toxicity; to deepen the genetic
stratification and measurable residual disease (MRD) assessment throughout
protocols, ideally under a prospective trial.

The third manuscript (Adult acute lymphoblastic leukemia in a resource-
constrained setting: expansion of genetic evaluation and optimization of
regimens) was developed from a single-center survival analysis of ALL cases
over the last 5 years. Changes described in the treatment regimens stem from
prior experience of the medical team, and also from previous analysis conducted
by the group (21,22). We considerably focused on the genetic classification of
our cases, which has gained remarkable importance over the last few years.
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Although classic baseline prognostic factors were raised over past
decades (e.g., high white blood cell counts, pro-B phenotype, CNS disease) for
B-lineage ALL, this disease has been classically considered to have an
unpredictable clinical course (4). While the recognition of Philadelphia
chromosome is pivotal to properly treat such cases, assessing other genetic
subgroups remained elusive in our country. In this work, we set up the database
to gather our cases consecutively and organize our genetic findings by combining
molecular biology and cytogenetic methodologies.

Characteristics and outcomes of 104 patients newly diagnosed with ALL
at ICESP were reported, along with their genetic findings. Firstly, main
translocations within the B-cell subset were discarded (BCR-ABL1, TCF3-PBX1,
KMT2A-AFF4, and ETV6-RUNX1), aiming to investigate the ‘not otherwise
specified’ cases (NOS). By combining fluorescence in situ hybridization (FISH)
and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) techniques, we were able to
detect a subset of cases with a ‘Ph-like’ alteration. This is the first cohort from our
country describing CRLF2, ABL1 and PDGFRB alterations in B-lineage ALL.

Maciel et al. has just published a multicenter cohort from 6 centers,
focusing their analysis on IKZF1 and CRLF2 genes in a mostly pediatric cohort
(81). Interestingly, only 18% of patients with CRLF2 hyperexpression displayed
translocation by FISH or F232C mutation in this gene, raising the question
whether the assessment of CRLF2 expression would be enough for adults in
terms of prognostic classification. In our cohort, we performed FISH in all eligible
samples, instead of using CRLF2 expression as screening. As this publication
also found a negative prognostic impact of CRLF2 expression regardless of
whether a fusion or mutation is characterized, one may argue that only its
expression by quantitative RT-PCR is reasonable.

In this cohort, although we observed an improvement in survival rates,
especially in the Philadelphia-negative subset compared to the GMALL protocaol,
we still must handle this unacceptable toxicity at our center. Delays in alloHCT,
the fact that the MRD was not fully standardized over the study period, and the
unavailability of new agents for B-lineage leukemia surely impacted on our

survival rates.
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5. Conclusoes

The main objective of this work was to characterize a consecutive cohort
of adults newly diagnosed with ALL, aiming to deepen their genetic
characterization. Although | have partially deviated from proposed methodologies
(see “Adendo”), | can consider that | succeeded at gathering our data on this
disease and at implementing prognostic algorithms in our service. These
publications are crucial to work as a starting point of a cooperative group on ALL,

a much-needed initiative in our country.
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Adendo

Com relacdo ao projeto originalmente proposto, alguns desafios
prontamente se impuseram a sua execugao. Parte das amostras armazenadas
e remanescentes no laboratério de Biologia Tumoral ndo estavam disponiveis e
nao havia DNA guardado para a maioria delas, impedindo a analise do gene
IKZF1, por exemplo, através da metodologia padrdo-ouro (MLPA). Embora esta
metodologia esteja atualmente disponivel e padronizada no laboratério, ela ndo
pode ser retrospectivamente realizada nas amostras pertinentes a coorte original
do projeto. Demais analises por RT-PCR propostas orginalmente ndo puderam
ser realizadas por falta de amostra.

Durante este tempo, tentei analisar o grupo de pacientes com LLA Ph+,
especificamente no que concerne a expressdo de genes relacionados a
leucemogénese, visando desenvolver um escore prognéstico diferencial
relacionado a resposta molecular neste subgrupo de pacientes.
Resumidamente, 16 amostras foram analisadas e a analise diferencial de
expressao foi realizada, porém nao tive tempo habil para validar estes dados em
uma coorte estendida. Esta préxima etapa é fundamental para corroborar nossos
achados e permitir sua divulgacéo cientifica. Estamos trabalhando neste
momento para validar através de uma base publica de expressdo génica em
concomitancia com a extensao da nossa coorte interna de LLA Ph+, na qual o
RNA necessario esta sendo armazenado no biobanco da instituicéo.

Nos ultimos anos, venho trabalhando, baseado nos dados levantados e
demonstrados nesta tese, em um projeto prospectivo multicéntrico em LLA do
adulto, visto que nossos maiores desafios ainda sdo a uniformizagcdo dos
protocolos de tratamento, profilaxia, seguimento de doenga residual mensuravel
e avaliagdo genética centralizada. Estamos realizando reunibes periodicas com
o grupo visando alinhar pontos finais do protocolo e pretendemos iniciar a

aprovacao ética e recrutamento para o mesmo ainda neste ano.
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