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RESUMO

Introducdo: Criangas com sindrome de Down (SD) apresentam elevada frequéncia de
mielopoese anormal transitoria (TAM) e leucemia megacariobléstica aguda (LMA-M7). A
TAM é exclusiva em neonatos com SD, e tem um importante potencial para transformacéo
leucémica. TAM e LMA-M7 carregam mutacOes somaticas no éxon 2 do GATAL resultando
na exclusiva expressdo da proteina truncada (GATALs). O objetivo principal desta pesquisa
foi analisar os fatores associados ao progndstico de criangas < 4 anos de idade com SD
diagnosticadas com TAM ou LMA atendidas em instituicGes oncologicas brasileiras. Material
e método: foi realizado um estudo retrospectivo, de coorte, de criangcas com TAM ou LMA. O

fluxo de trabalho seguiu as seguintes etapas: 1°) selegdo dos casos com SD e suspeita clinica
de leucemia; 2°) re-analise para confirmacdo diagnostica; 3°) selecdo dos casos confirmados
de TAM e LM-SD; 4° Rastreamento de mutacfes GATAL (éxon2) por sequenciamento
direto e classificacdo da mutacdo: I- perda da primeira metionina; Il- erro de splicing; IlI-
cédon de terminacdo precoce (PTC 1, antes da Met-84, e PTC 2 ap6s Met-84); 5°) Deteccdo
dos transcritos alternativos por transcriptase reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR) e analises densiométricas por meio do programa Quantity-One (Version 4.5.2; Bio-Rad
Laboratories); Finalmente, 6°) Anélise e interpretacdo dos dados considerando os objetivos do
estudo por meio do pacote estatistico SPSS18, Chicago. Resultados: Foram incluidos nesta
analise 97 casos, 63 diagnosticados com LMA, destes, 31 tiveram histérico de TAM prévia, e
34 diagnosticados com TAM. Mutacdes no GATAL foram encontradas em 77,8% dos casos.
Foi observado que o tipo de mutacéo afeta a quantidade de expressdo dos transcritos. Os tipos
Il e PTC1-3” apresentaram maiores niveis, enquanto que PTC 1-5” ¢ PTC 2 menores niveis de
expressdo. A mutacdo do tipo PTC 1-5 nos pacientes com TAM esta associada com
progressao para LM-DS (p=0,002) e mutacdes tipo Il e PTC1-3’ estao associadas com o
menor tempo até a remissdo (p=0,047). Remissdo clinica inicial em 78,3% dos casos e
recorréncia de leucemia em 11,1% foram observadas nos casos que receberam tratamento
quimioterapico sisttmico de acordo com protocolos vigentes em cada instituicdo. Morte
precoce (< 6meses do diagndstico) ocorreu em 29,9% dos casos, principalmente na fase de
inducdo de remissdo (39,0%) devido as comorbidades consequentes da aplasia severa
(septicemia em 73,2% dos casos). A taxa de letalidade nas criancas com TAM foi inferior a
da LMA (p=0,012), enquanto a sobrevida em 60 meses para TAM foi de 73,3% e para LMA
de 44,4% (p=0,057). Os resultados contribuiram para melhor compreensdo do perfil das
leucemias na SD no Brasil, e indicam a importancia da identificacdo da mutacdo no gene
GATAL como fator preditivo na progressao leucémica e no prognostico de criangas com SD.

Palavras-Chave: Sindrome de Down; mielopoese anormal transitdria; leucemia mieloide

aguda; prognostico; GATAL.
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ABSTRACT

Introduction: Children with Down syndrome (DS) have a high frequency of transient
abnormal myelopoiesis (TAM) and acute megakaryoblastic leukemia (AML-M7). TAM is
unique in neonates with Down syndrome, and has an important potential for leukemic
transformation. TAM and AML-M7 carry somatic mutations in exon 2 of GATAL resulting in
exclusive expression of a truncated protein (GATALs). The main objective of this research
was to analyze the factors associated with the prognosis of children < 4 years of age with DS
diagnosed with AML or TAM served in Brazilian oncological institutions. Material and
method: was performed a retrospective study, in a cohort of children with TAM or AML. The
workflow followed the following steps: 1°) selection of cases with DS and clinical suspicion
of leukemia; 2°) re-analysis for diagnostic confirmation; 3°) selection of confirmed cases of
TAM and AML; 4° GATALl mutation screening (exon2) by direct sequencing and
classification of mutation: I- loss of the first methionine; Il- splicing errors; Ill- premature
termination codon (PTC 1, before the Met-84, and PTC 2 after the Met-84); 5°) detection of
alternative transcripts by Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and
densitometry analysis using the program Quantity-One (Version 4.5.2; Bio-Rad
Laboratories); Finally, 6°) Analysis and interpretation of data considering the objectives of the
study using statistical packages (SPSS18, Chicago). Results: 97 cases, 63 diagnosed with
AML, of these, 31 had a history of prior TAM, and 34 diagnosed with TAM were included in
this analysis. GATAL mutations were found in 77.8% of cases. It was observed that the type of
mutation affects the amount of expression of transcripts, types Il and PTC 1-3° had higher
levels, whereas PTC 1-5' and PTC 2 lower levels of expression. Mutation of the PTC 1-5’ in
patients with TAM is associated with progression to ML-DS (p=0.002) and mutation type II
and PTC1-3' are associated with shorter time to remission (p=0.047). Initial clinical remission
in 78.3% of cases and recurrence of leukemia was observed in 11.1% cases who received
systemic chemotherapy according to AML protocols prevailing in each institution for
treatment. Early death (< 6 months of diagnosis) occurred in 29.9% of cases, mainly in
induction of remission (39.0%) due to the consequent comorbidities of severe aplasia (sepsis
in 73.2% of cases). The fatality rate in infants with TAM was less than AML (p=0.012), and
survival at 60 months for TAM was 73.3% and for AML 44.4 % (p=0.057). The results
contributed to a better understanding of the profile of leukemia in DS in Brazil, and indicate
the importance of identifying the mutation in the GATAL gene as a predictive factor in
leukemic progression and prognosis of children with DS.

Key-words: Down syndrome; transient abnormal myelopoiesis; acute myeloid leukemia;
prognostic; GATAL.
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1. INTRODUCAO

Os fatores etiologicos para o desenvolvimento de neoplasias malignas na infancia tém
sido alvo de vérios estudos epidemiolégicos, observacionais e moleculares. Entre os fatores
genéticos ja associados aos mecanismos da leucemogénese, a sindrome de Down (SD) tem
sido um dos mais explorados com resultados consensuais nas associacdes de risco para a
etiologia da leucemia na infancia (ROBSON, 1992; HITZLER; ZIPURSKY, 2005).

As leucemias representam 97% dos canceres em criangas com SD com idade inferior a
15 anos (HASLE; CLEMMENSEN; MIKKELSEN, 2000). Criancas com SD tém risco
elevado entre 10 a 20 vezes para desenvolver leucemia linfoide aguda (LLA) ou leucemia
mieloide aguda (LMA) (LANGE, 2000; HASLE, 2001). A taxa de incidéncia para os subtipos
morfoldgicos varia com a idade, sendo a maior naquelas com idade < 4 anos, principalmente
para a LMA (LANGE et al., 1998). Em particular, a leucemia megacarioblastica aguda
(LMA-MT7), rara na populacéo pediatrica geral, apresenta risco aumentado de 500 vezes nessa
populacdo (ZIPURSKY et al., 1994; LANGE et al., 1998). Além disso, essas criangas tém
risco aumentado para desenvolver sindrome mielodisplasica (SMD) e mielopoese anormal
transitéria (TAM), ambas consideradas como condicdes pré-leucémicas (ZIPURSKY et al.,
1994; HASLE, 1995; VYAS; ROBERTS, 2006).

Grande avango foi obtido ao longo das duas Gltimas décadas no conhecimento da
leucemia na SD. Os estudos realizados na tentativa de entender os mecanismos da
leucemogénese sdo unanimes nos postulados de que a base para o desenvolvimento dessa
malignidade é a presenca constitucional de um cromossomo 21 extra associado com eventos
gendmicos somaticos adicionais, como mutacdes no gene GATA1 (MALINGE; IZRAELI,
CRISPINO, 2009).

Analises clinicas e epidemiologicas focadas em criangas com SD demonstraram que a
LMA corresponde a 15% dos casos, enquanto que a LLA corresponde a 2% das leucemias
agudas (LA). As leucemias nessa populacdo apresentam caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas e moleculares distintas, e existe uma melhor resposta ao tratamento

quimioterapico e bom prognéstico, mesmo com baixas doses de quimioterapia. Destaca-se



que, quando se considera somente as criancas com LMA-M7, encontra-se taxa de cura de
aproximadamente 80% (KOJIMA et al., 1993; LANGE et al., 1998; CREUTZIG et al., 2005;
VYAS; ROBERTS, 2006).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 HEMATOPOESE COM ENFASE NA MEGACARIOPOESE

A hematopoese ¢ um processo altamente dindmico que compreende a producéo,
diferenciacéo, maturacdo e morte celular de elementos do sangue. Este processo gera mais de
nove tipos celulares diferentes a partir da célula-tronco hematopoética (CTH) ou célula
hematopoética pluripotente (CHP), dividido entre linhagem linfoide (linfocitos T e B, células
natural killer e dendriticas linfoides); e linhagem eritro-mieloide (macrofagos, eosinofilos,
neutrofilos, mastocitos, eritrocitos) (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Tem inicio durante a vida intra-uterina, perfazendo trés periodos anatémicos:
mesoblastico, hepatico e mieloide. Durante as primeiras semanas da gestacdo, ou seja, na
hematopoese embrionéria, o saco vitelino é o principal sitio hematopoético. Na parede destas
estruturas, ocorre a primeira onda de diferenciacdo das células sanguineas, se destacando uma
atividade proliferativa de eritrocitos nucleados e macrofagos primitivos (MULLER et al.,
1994 e CHOI et al., 1998). Na hematopoese definitiva, a regido denominada aorta-gonada-
mesefron (AGM) é o sitio de inicio da hematopoese, capaz de gerar células adultas eritroides,
mieloides e linfoides (LECUYER; HOANG, 2004). Entre a sexta semana e aproximadamente
6 a 7 meses de vida fetal, o figado e o bago sdo os principais sitios hematopoéticos e
continuam a produzir células sanguineas até aproximadamente 15 dias apds o nascimento. A
medula dssea (MO) assume a producdo celular durante a gestacdo entre o sexto e sétimo més,
sendo o sitio hematopoético mais importante nesse periodo da vida fetal, como também na
infancia e vida adulta (HOFFBRAND; MOSS, 2013).

O sistema hematopoético apresenta uma hierarquia bem definida. Na medula 6ssea, as
células pluripotentes ddo origem a progenitores multipotentes mieloide e linfoide, e entdo a
precursores de diversas linhagens (OGAWA, 1993). O processo de hematopoese envolve uma
complexa interacdo entre 0s processos geneéticos intrinsecos das células sanguineas e do seu
ambiente (ORKIN; ZON, 2002). Porém, para que este processo ocorra, € necessario um
microambiante adequado com controle génico intenso desde o desenvolvimento embrionario

a hematopoese adulta.



Entre os genes envolvidos neste controle, tem-se 0 0s genes da familia homeobox Hox
que s@o reguladores transcricionais que atuam na CHP estimulando a proliferacdo e a
diferenciacéo, assim como, exercem funcdes no desenvolvimento embrionario hematopoético,
GATAL, 2 e 3 (GATA binding protein), seu cofator FOG1 (Friend of GATA1), RUNX1 e Flil
(Friend leukemia integration 1), e Pu-1 (membro da familia de fatores transcricionais Ets),
que interagem com GATAL e apresenta papel na diferenciacdo final da linhagem eritroide e
megacariocitica e regula a linhagem granulocitica e monocitica, RUNX1 (Figura 2.1) (NUTT
et al., 2005).
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Figura 2.1. Esquema sumario da diferenciacdo das células hematopoéticas e 0s principais
genes envolvidos na diferenciacdo das células mieloides e linfoides com destaque para a
familia GATA (CRISPINO, 2005; NUTT et al., 2005).



Ambos, GATAL e FOGL, atuam na diferenciacdo em etapa muito imatura das celulas
eritréides e mieloides, na proliferacdo e manutencdo celular destas linhagens controlando o
estagio final de maturacdo dos megacariocitos (MK) (Figura 2.2) (CRISPINO, 2005).
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Figura 2.2. Diferenciacdo megacariocitica e os principais genes envolvidos (CRISPINO,
2005).

Embora algumas citocinas tenham sido associadas com o processo de megacariopoese
(KIRITO; KAUSHANSK, 2006), a trombopoetina (TPO) é claramente o principal regulador
fisioldgico deste processo, sendo o primeiro fator de crescimento da linhagem eritro-mieloide,
com papel central na maturagéo e proliferagdo dos Mk com o0 aumento da estimulagdo do
tamanho celular, ploidia e formacdo do processo pro-plaquetario (KAUSHANSK, 2005). A
TPO foi clonada e identificada como fator que € um ligante do receptor de citocina Mpl (c-
mpl) que ird elevar a producdo de plaquetas (BARTLEY, 1994), sendo expressa
principalmente no figado e, em menor quantidade, nos rins, células do estroma da medula
Ossea e outros 6rgdos. Além disso, foi mostrado que a TPO afeta todos os aspectos da
formacdo de plaquetaria, comecando com a sobrevivéncia e entrada no ciclo celular de CHP
(SITNICKA et al., 1996).

Durante o desenvolvimento dos Mk a TPO € responsavel por estimular a expressdo na
superficie celular de proteinas caracteristicas, incluindo CD61/41 (GPllb/llla) e CDA42
(GPIB), bem como induzir endomitose. Embora muitas das fungdes da TPO no
desenvolvimento Mk séo o resultado da sinergia com outras citocinas, a TPO isoladamente foi

demonstrada ser a citocina responsével para a reorganizacdo do citoplasma e formacdo de



demarcacdo de membranas, que permite a liberacdo de plaquetas (KAUSHANSKY et al.,
1994).

Vérias outras citocinas, incluindo a interleucina-3 (IL-3), o fator crescimento de
coldnias de macrofagos (GM-CSF) e de fator de crescimento de coldnia de granulécitos (G-
CSF), demonstraram ser importantes para a megacariopoese normal. A IL-3 foi demonstrada
atuar sobre as CHP por meio da fase de CFU-MK (unidade formadora de colonia de
megacaridcitos), além agir em sinergia com a TPO para produzir colbnias de varias linhagens
hematopoiéticas. O efeito de GM-CSF também foi observado, principalmente na unidade
formadora de Mk e populagbes de Mk imaturos (ROBINSON; MCGRATH,;
QUESENBERRY, 1987). Em sinergia com fator de células estaminais (SCF), GM-CSF
mostrou aumentar proliferacdo e expansdo tanto de progenitores primarios, como em
linhagem de Mk. Enquanto que o G-CSF atua na linhagem granulocitica, além de ser um
estimulador de progenitores de medula 6ssea de varias linhagens hematopoiéticas. O G-CSF,
em combinacdo com TPO, mostrou desencadear a entrada de CHP no ciclo celular e a
formacdo de colbnias, bem como estimular a producdo de progenitores HPP-CFU-MK (alto
potencial proliferativo de unidade formadora de coldnias de megacariocitos) em
camundongos mielossuprimidos (GROSSMANN et al., 1996).

Diante disso, se torna claro, que qualquer desregulacdo dentro do sistema
hematopoético pode levar a uma incontrolavel proliferacdo, sem a apropriada diferenciacéo,
podendo resultar em leucemia. Dentro desse contexto podemos citar mutacdes no gene
GATAL que interferem na diferenciacdo normal da linhagem megacariocitica.

2.2 SINDROME DE DOWN E EPIDEMIOLOGIA DAS LEUCEMIAS AGUDAS

A sindrome de Down (SD) é a mais comum anormalidade cromossémica congénita
com prevaléncia de aproximadamente 1 caso a cada 1.000 nascidos vivos. E decorrente da
trissomia do cromossomo 21 em aproximadamente 95% dos casos, causada por erros na
divisdo celular, como ndo disjuncdo meidtica (MERRICK, 2000; ROIZEN; PATTERSON,
2003).



A associagdo da SD com a trissomia do cromossomo 21 foi descrita na década de 50
(LEJEUNE; GAUTIER; TURPIN, 1959). O risco para nascimento de uma crianga com SD
foi associado com a idade materna (=35 anos de idade). Recentemente a translocagéo
Robertsoniana foi descrita como um fator de suscetibilidade genética para ocorréncia de SD
em filhos dos portadores desta alteracdo genética silenciosa (PATTERSON, 2007). Estudos
revelam que 95% individuos com trissomia 21 herdaram o cromossomo extra da mae,
sugerindo que a ndo disjuncdo meiotica ocorre no 6vulo. Os demais casos de SD tém como
origem translocacdo cromossomica (aproximadamente 4%) entre o braco longo do
cromossomo 21 e outro cromossomo acrocéntrico, e mosaicismo (aproximadamente 1%) que
é uma mistura de células com 46 e 47 cromossomos. (PENROSE, 1933; KAZAURA; LIE;
SKJAERVEN 2006).

O diagnostico da SD ¢ feito pelo exame do cariétipo (estudos dos cromossomos), 0
que pode ser iniciado durante a gestacdo ou ap6s o nascimento (ROIZEN; PATTERSON,
2003). Durante o periodo gestacional a ultrassom morfologica fetal tem sido utilizada para
avaliar a translucéncia nucal e pode sugerir a presenca da sindrome, que s6 é confirmada

pelos exames citogenéticos de amniocentese e amostra do vilo corial.

Individuos portadores desta sindrome além de apresentarem caracteristicas fenotipicas
inerentes como hipotonia, baixa estatura, braquicefalia, apresentam também distarbios
cardiacos, auditivos, oftalmoldgicos, enddcrinos e hematoldgicos importantes que precisam
de monitoramento (ROIZEN; PATTERSON, 2003). Entre as alteracfes hematoldgicas tem-se
a TAM, SMD, leucemias agudas (LAs) e imunodeficiéncias com propensdo a infeccdes de
repeticdo ao longo da vida (WEBB; ROBERTS; VYAS, 2007).

Em relacdo as LAs, criancas com SD apresentam risco 10 vezes maior que criangas
sem SD para desenvolver LLA ou LMA (LANGE, 2000). Esta associacdo foi reconhecida ha
mais de 70 anos (BREWSTER; CANNON, 1930; KRIVIT; GOOD, 1957), e desde entéo
muitos estudos foram desenvolvidos para confirma-la, e bem como para caracterizar a
etiopatogénese e tratamento das leucemias nessa populacdo (ROWLEY, 1981; ROBISON et
al., 1984; LANGE et al., 1998; HASLE; CLEMMENSEN; MIKKELSEN, 2000; AHMED et
al., 2004; MALINGE; IZRAELI; CRISPINO, 2009). Isto tornou a SD como um dos poucos

fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento das leucemias infantis (ROBSON, 1992).



E relatado um alto risco de leucemia em criancas com idade < 4 anos, em contraste
com os tumores solidos que sdo menos frequentes em todos 0s grupos etarios com a ocasional
ocorréncia de retinoblastoma e tumores de células germinativas (HASLE; CLEMMENSEN;
MIKKELSEN, 2000).

As leucemias agudas representam 97% dos canceres em criangas com SD com idade
inferior a 15 anos (HASLE; CLEMMENSEN; MIKKELSEN, 2000). A taxa de incidéncia
para os casos de LLA ou LMA varia com a idade, sendo a LMA maior naquelas criangas com
SD e idade inferior a 4 anos (LANGE et al., 1998).

Um estudo epidemioldgico de coorte sobre riscos de leucemias e tumores solidos em
criancas com SD na Dinamarca demonstrou que em criancas e adolescentes (< 15 anos de
idade), a proporcdo de LLA é de 1,7 e LMA € de 6,5. Estes dados contrastam com a relagdo
de LLA e LMAna populagdo sem SD. No entanto, em criangas < 5 anos, as taxas de
incidéncia padronizadas para LMA sdo quatro vezes maiores do que para LLA. Estes
resultados foram gerados do Registro Dinamarqués de Citogenética, que coleta informacdes
sobre criangas nascidas vivas com anormalidades constitucionais em todo o pais, e tem
seguimento das criancas ao longo de 27 anos. (HASLE; CLEMMENSEN; MIKKELSEN,
2000). Além disso, a leucemia megacariobléstica aguda apresenta um risco aumentado de 500

vezes em criancas com SD (ZIPURSKY et al., 1994; LANGE et al., 1998).
2.3 PROLIFERACOES MIELOIDES RELACIONADAS COM A SINDROME DE DOWN
2.3.1 Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

A LMA ¢é uma doenca caracterizada pela proliferacdo clonal de células progenitoras
do tecido hematopoético na linhagem mieloide, ocasionando alteracdo na proliferacdo e
diferenciacdo celular normal, dando origem a células incapazes de se diferenciar e com

proliferacdo descontrolada (HOFFBRAND; MOSS, 2013).

O diagnostico de LMA ¢é realizado baseado nas classificagdes FAB (Grupo
Cooperativo Franco-Americano-Britanico) (BENNETT et al.,1985) e WHO (World Health



Organization) (BOROWITZ; CHAN, 2008). Os aspectos morfologicos sdo categorizados
pelo grupo FAB. Os aspectos clinicos laboratoriais, morfoldgicos, citoquimicos, além da
imunofenotipagem, citogenética e molecular sdo categorizados pela classificagdo WHO 2008.
Conforme a classificacdo FAB, a LMA é caracterizada como entidade que possuem 30% ou
mais de blastos na medula éssea (BENNETT et al.,1985), enquanto a classificagdo WHO
2008 considera para a classificagdo da leucemia 20% de blastos, ao invés de 30%
(VARDIMAN et al., 2009).

A classificacdo morfoldgica pela FAB diferencia a LMA em indiferenciada, LMA
minimamente diferenciada, leucemia aguda com diferenciacdo mieloide, leucemia
promielocitica aguda, leucemia aguda com diferenciacdo mielomonocitica, monoblastica,
eritroblastica ou megacariobastica (BENNETT et al., 1991) (Tabela 2.1). A analise
morfolégica revela a porcentagem de blastos indiferenciados, granulados ou atipicos e a
presenca de estruturas intracelulares, como bastonetes de Auer e presenca de mielodisplasia.
As reacles citoquimicas podem confirmar o comprometimento com a linhagem mieloide
[pela marcacdo MPO-positiva] e a diferenciacdo monoblastica (pela marcacdo esterase ndo
especifica-positiva). Na presenca de morfologia e citoquimica ambiguas, a técnica de
imunofenotipagem permite a definicdo da linhagem comprometida (CREUTIZIG et al.,
2012).



Tabela 2.1 Classificacdo FAB (Franco-Americano-Britanica) das leucemias mieloides agudas

MO: leucemia indiferenciada - MPO+ por método imunoldgico ou ultra-estrutural; CD13+
ou CD33+ ou CD11b+;

M1: leucemia mieloide aguda sem diferenciagdo - MPO+ em mais de 3% de blastos;
blastos mais de 90% das células nucleadas da MO;

M2: leucemia mieloide aguda com diferenciacdo - Blastos entre 30 e 80% das células
nucleadas da MO; componente monocitico < 20%

M3: leucemia promielocitica - Predominio de promielocitos anormais;

M4: leucemia mielomonocitica - Blastos entre 30 e 80% das células nucleadas da MO;
componente monocitario na MO entre 20 e 80%; >5000mondcitos/mma3 no SP;

M5: leucemia monocitica (M5a:leucemia monocitica sem diferenciacdo ou M5b:leucemia
monocitica com diferenciacdo) - Componente monocitico >80% das células néo eritroides;
M6: Eritroleucemia - Eritroblastos >50% das células nucleadas da MO Blastos >20% das
ceélulas ndo eritréides;

M7: leucemia megacariocitica — CD41+/CD61+/CD42+ por imunofenotipagem.

A leucemia megacarioblastica aguda (LMAK, FAB-M7) é um subtipo raro na polucgéo
sem SD que corresponde a menos de 5% dos casos de LMA, no entanto é a mais comum
leucemia mieloide em criangas com SD, com uma frequéncia de aproximadamente 90% dos
casos. Hoje a LMA-M7 da SD é reconhecida como entidade bioldgica distinta com
caracteristicas proprias, associacdo com mielodisplasia e megacariopoese anormal, sendo
classificada como leucemia mieldide da SD (LM-SD). Este subtipo de LMA precisa ser
confirmado por imunofenotipagem, embora a morfologia possa mostrar essas caracteristicas
(Figura 2.3) (BENNETT et al., 1991). A presenga de mielofibrose frequentemente associada
com LMA-M7, e consequentes problemas na coleta da amostra pode levar a uma
subestimacédo da presenca blastos na morfologia e imunofenotipagem, sendo necessaria nova
coleta da MO, incluindo biopsia (CREUTIZIG et al., 2012). A LMA-M7, em 20-60% dos
casos, é precedida por um periodo prolongado de citopenia (geralmente meses a anos),
caracterizada principalmente por trombocitopenia e acompanhada por displasias na MO,
correspondendo a fase de SMD, que precede o aparecimento de LM-SD. Esta fase incial de
SMD néo esta presente neste subtipo de leucemia em criancas sem SD (ZIPURSKY et al.,
1994, LANGE et al., 1998).
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Figura 2.3. Morfologia de células leucémicas. A, Blastos de leucemia

megacarioblastica (LMA-M7) na medula dssea; B, fibra de reticulina na medula dssea
(Imagens gentilmente cedidas pela professora Marie Thérése Daniel do Hospital Saint-

Louis, Paris, Franca).

Os sinais e sintomas iniciais da leucemia sdo geralmente inespecificos, como fadiga e
mal-estar devido a anemia e febre devido a liberacdo de pirdgenos pelas células leucémicas e
pelas células de defesa, ou por infecgdes (principalmente bacterianas) devido a neutropenia.
Além de perda de peso e sangramentos, que geralmente se manifesta por petéquias,
equimoses e hemorragia de mucosa devido a plaquetopenia. Isto reflete insuficiéncia da
hematopoese por infiltragdo da MO ou outros 6rgdos pelas células leucémicas. E comum
infiltracdo em 6rgdos como figado e bago, sendo menos frequente em linfonodos e pele. O
comprometimento do sistema nervoso central (SNC) € incomum (CREUTIZIG et al., 2012).

2.3.2 Sindrome mielodisplasica (SMD)

As SMD representam um grupo heterogéneo de doencas clonais hematopoéticas de
espectro clinico variavel. Apresentam em comum, graus variaveis de citopenias no sangue,
como anemia, leucopenia e trombocitopenia, além de displasia celular em pelo menos duas
linhagens hematopoéticas e predisposicdo para transformacdo leucémica, geralmente do tipo
mieloide aguda. As SMD podem ser de origem primaria (de novo) ou secundaria ao
tratamento quimioterapico/radioterapico (GREENBERG, 2006).
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Para a andlise diagnostica, a definicdo de SMD ¢ limitada para < 20% de blastos
leucémicos na amostra da medula 6ssea (MO). Atualmente, a classificacdo para as SMD
podem ser realizadas baseadas na classificacdo FAB ou WHO 2008. Os aspectos
morfologicos sao categorizados pela classificacdo FAB, considerando significativas displasias
em pelo menos duas linhagens hematopoéticas, no sangue periférico (SP) e/ou MO, a
presenca ou auséncia de sideroblastos em anel, percentual de blastos e a presenca de
bastonetes de Auer. As SMD pela FAB séo divididas em quatro (cinco) subgrupos: Anemia
refrataria (AR); Anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA); Anemia refrataria com
excesso de blastos (AREB); Anemia refrataria com excesso de blastos em transformacao
(AREB-T); e Leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) (GREENBERG, 2006). Conforme
a WHO 2008, as SMD sdo divididas em seis subgrupos: Anemia refrataria (AR); Anemia
refrataria com sideroblastos em anel (ARSA); Citopenia refrataria com displasia multilinear;
Anemia refrataria com excesso de blastos (AREB); Sindrome mielodisplasica associada com
anormalidade cromossdmica isolada del (5q); e Sindrome mielodisplésica inclassificavel
(VARDIMAN et al., 2009).

Em criancas, diferentemente de adultos, a SMD ¢é caracterizada pela predominancia
dos subtipos morfoldgicos mais agressivos clinicamente. As criancas com SD tém risco
estimado de 175 para desenvolver SMD (HASLE et al., 1995), e as diferencas bioldgicas e
clinicas observadas nos individuos sem SD e com LMA ou SMD ndo sdo observadas nos
individuos com a SD. Desta forma, estas doencas na SD sdo vistas como entidade Unica tanto
na biologia como na clinica e passaram, portanto, a ser descritas como LM-SD (VARDIMAN
et al., 2009).

2.3.3 Mielopoese anormal transitéria (TAM)

A TAM (inglés, transient abnormal myelopoiesis), também conhecida como TMD
(transient myeloproliferative disorder), ou leucemia transitoria (LT) é caracterizada pela
proliferacdo clonal de blastos mieloides com caracteristica megacariobléastica ou
eritroblastica. Esta desordem é exclusiva de criangas com SD, e est4 presente durante a vida
fetal ou periodo neonatal (CREUTZIG et al., 1990). A forma eritroblastica € raramente

descrita.
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Os neonatos com SD tem um alto risco de desenvolver a TAM (CREUTZIG et al.,
1990), e embora ndo se conheca a sua real incidéncia, é estimado que 5% a 10% de todos 0s
neonatos exibam esta desordem (PINE et al., 2007). Na maioria dos pacientes, esta desordem
¢ autolimitada e pode desaparecer em até 3 meses de vida, com casos descritos por prolonga-
se em até 7 meses (HAYASHI et al., 1988; KHAN; MALINGE; CRISPINO, 2011). Em
adicdo, TAM tem um importante potencial para transformagdo em LMA-M7, 13% a 33% dos
pacientes com TAM evoluem para LM-SD nos primeiros 4 anos de vida (HOMANS;
VERISSIMO; VLACHA, 1993; HASLE, 2001). Portanto, a TAM ¢ considerada uma
condigdo clonal pré-leucémica. Além disso, estudos anteriores reportam que 11% a 17% das
criangas com esta desordem podem evoluir para morte precoce (6 a 9 meses apds 0
diagnostico ou manifestacdo clinica) devido a apresentagdes clinicas graves e com
complicacdes potencialmente letais peri e pds-natal (HOMANS; VERISSIMO; VLACHA,
1993; MASSEY et al., 2006). Assim, esta desordem se configura como um importante

problema clinico.

A TAM apresenta caracteristicas morfoldgicas, genéticas e imunoldgicas semelhantes
as LMA, porém o curso da doenca € diferente. A maioria dos individuos afetados néo
apresentam sintomas (GAMIS et al., 2011). O quadro é caracterizado pela presenca de células
blasticas no SP (VARDIMAN et al., 2009). O percentual de blastos e a severidade do quadro
clinico sdo varidveis, assim como, a presenca de trombocitopenia, anemia,
hepatoesplenomegalia. A hepatomegalia € o sinal clinico mais frequente e estd associada a
infiltracdo dos 6rgdos (58%) (GAMIS et al., 2011). O diagnostico de TAM n&o é atribuido
pelas caracteristicas clinicas e hematol6gicas dos neonatos, pois ndo sdo exclusivas para TAM
(ROBERTS et al.,, 2013). O exame morfologico apresenta excesso de células blasticas,
frequentemente com aparéncia de megacarioblasto, nucleo volumoso, nucléolos evidentes, e
citoplasma basofilico com projecdes citoplasmaticas que caracterizam a LMA-M7. A
imunofenotipagem mostra marcadores como CD41, CD42, CD61 (megacariociticos)
(KURAHASHI; HARA, 1992).

Inicialmente, o diagnostico da TAM ocorria apos a remissao espontanea gradativa em
6 meses e sem tratamento especifico (HAYASHI et al., 1988). Entretanto, ainda existe uma
necessidade de se caracterizar com maior precisdo o diagndstico clinico, hematolégico e
molecular da TAM para reducdo de subdiagnostico (ROBERTS et al., 2013). Estudos
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retrospectivos realizados para caracterizar a TAM utilizaram diferentes critérios para
definicdo clinica e hematoldgica desta desordem. Nesses estudos, foi observada apresentacdo
clinica variavel, e em alguns casos ndo ¢é observado sintomatologia. As manifestacGes podem
ocorrer durante a vida fetal com quadro de hidropisia e anemia, mas em sua maioria ocorrem
apo6s o nascimento. Além disso, 6rgdos como figado, bago e coracdo (miocardio) também
podem ser infiltrados pelas células leucémicas. ApGs 0 nascimento esses neonatos podem
cursar com alteracdes clinicas fatais, como derrame pleural, pericardico ou ascite,
insuficiéncia respiratoria, disfuncdo hepéatica com ictericia, e até mesmo uma insuficiéncia
hepatica devido a fibrose (MASSEY et al., 2006; KLUSMANN et al., 2008; MURAMATSU
etal., 2008; GAMIS et al., 2011).

2.4 ASPECTOS DO DIAGNOSTICO: CARACTERISTICAS COMUNS E DISTINTAS
ENTRE TAM E LMA-M7

A suspeita e diagndstico da TAM e LMA-M7 sdo realizados a partir dos sinais e
sintomas clinicos ja descritos acima. Em todos os casos a caracterizacdo morfoldgica,
imunofenotipica e molecular se fazem imprescindivel. Para isto, sdo realizados exames como
hemograma, avaliacdo morfoldgica de sangue periférico e aspirado de medula 6ssea e em
alguns casos a bidpsia de medula. O hemograma mostra anemia e leucocitose e plaquetopenia.
A morfologia apresenta displasia, com blastos de tamanhos varidveis, megacariocitos
anormais, citoplasma geralmente agranular, podendo apresentar protusbes. A MO
frequentemente apresenta aumento das fibras de reticulina, e comumente o aspirado de MO ¢
de dificil ou impossivel obtencdo. E nestes casos que o diagnéstico deve ser baseado na
bidpsia de medula 6ssea, propiciando o aumento da visualizacdo do nimero de blastos e, as
vezes, de megacaridcitos. Isso diminui o risco de erros de diagnostico (BENNET et al., 1991;
CREUTIZIG et al., 2012).

A idade no inicio da doencga ¢é diferente nos casos de TAM (< 3meses) e LMA (>3
meses). Nas alteragGes clinicas, a fibrose e disfuncdo hepéticas sdo vistas em neonatos com
TAM, ja a fibrose de MO (mielofibrose) € caracteristica na LMA-M7. Isto mostra que a
doenca segue as fases da hematopoese, pois a primeira doenca surge no figado fetal, enquanto

a segunda na MO. Outro ponto importante na diferenciacdo entre as duas doencas, € que a
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TAM apresenta remissdo espontanea, enquanto a LMA-M7 é letal e necessita de tratamento
quimioterapico para a eliminagdo da doenga (WEBB; ROBERTS; VYAS, 2007).

Os blastos leucémicos de ambos os diagnésticos apresentam semelhancas na citologia,
morfologia, citoquimica e expressdo do antigeno de superficie celular. A imunofenotipagem
mostra similaridade para TAM e LMA-M7 em relacdo a expressdo celular de blastos positivos
para CD41, CD42 e CD61, glicoforina A e muitas vezes CD7 e CD36 (LANGEBRAKE;
CREUTZIG; REINHARDT, 2005; MASSEY et al., 2006; WEBB; ROBERTS; VYAS,
2007), exceto pela expressdo reduzida para CD34 positivo nas células blésticas de pacientes
com LMA-M7, o que indica que a TAM € uma doenca mais imatura comparada com a LMA-
M7 (LANGEBRAKE; CREUTZIG; REINHARDT, 2005).

Na analise cromossomal, a trissomia do 21 é a Unica anormalidade na maioria dos
casos de TAM (HAYASHI et al.., 1988), em contraste, nos casos LMA-M7 séo encontradas
frequentes alteracbes numéricas além da trissomia do 21, como cdpias adicionais no
cromossomo 8 ou 21 (GAMIS et al., 2003; RAINIS et al., 2003). As alteracdes no cariétipo
restritas aos clones malignos desaparecem durante a remissdo hematoldgica, porém na
recidiva da doenca reaparecem com a mesma alteracdo inicial ou com novas alteracdes
(MASSEY et al., 2006; HITZLER; ZIPURSKY, 2005; IZRAELI et al., 2007). Mutac¢do no
gene GATAL tem sido encontrada na mesma propor¢do para TAM e LMA-M7 (YOSHIDA et
al., 2013).

2.5 GATA1 E MECANISMOS PARA A LEUCEMOGENSE NA SINDROME DE DOWN

2.5.1 Estrutura e funcdo do GATAL

O gene GATALl (globin transcription fator 1), localizado na regido X p11.23
(cromossomo X), teve sua funcdo originalmente descrita em 1989 como a habilidade de se
ligar a regibes promotoras do gene da globina (TSAI et al., 1989). Atualmente, sabe-se que
este gene é membro da familia de fatores de transcricdo GATA (TSAI et al., 1989; SHIMIZU;
YAMAMOTO, 2005).
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A familia de proteinas GATA é composta por 6 membros divididos em dois subgrupos
tecido-especifico com o perfil de expressdo e estrutura génicas distintas. GATAL, GATA2 e
GATAS3 sdo expressos principalmente em linhagem hematopoética: GATAL é expresso
principalmente em células eritroides e megacaridcitos efetivas; GATA2 é abundante em
células-tronco hematopoéticas, células progenitoras (TSAI et al., 1989; YAMAMOTO et al.,
1990); GATA3 ¢é expressa em linhagem de células-T, principalmente durante o
desenvolvimento de células T do tipo Th2 (ZHENG; FLAVELL, 1997; SUZIKI et al., 2011).
As proteinas GATA 4, 5 e GATA 6 estdo associados a linhagem endodermal, porém esta
associacdo com a camada germinativa ndo € bem estabelecida (LOWRY, 2000; DUCAN,
2008; SHIMIZU et al., 2008).

GATALl e GATA2, de fato, possuem papel-chave no controle da proliferacdo e
diferenciacdo das células hematopoéticas. Defeitos decorrentes de mutacGes nestes genes tém
sido suspeitos como possiveis contribuicdes para alteracbes hematopoiéticas, incluindo
leucemia (SHIMIZU et al., 2008; DICKINSON et al., 2014).

O gene GATAL se estende por aproximadamente 7 kilobase (Kb), possui 6 éxons e
transcreve um ORF (open reading frame) de 1.239 nucleotideos a partir do éxon 2. Este gente
traduz duas proteinas, sendo uma proteina maior constituida de 413 aminoacidos e com peso
molecular de aproximadamente 50 kD (kilodalton) e, outra menor, como uma isoforma
alternativa de 330 aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 40 kD, denominadas de
GATA-1 e GATA-1s, respectivamente (Figura 2.4) (MARTIN; ORKIN, 1990).
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Figura 2.4. Representacdo esquematica do gene GATAL e suas proteinas. Este gene é
constituido por 6 éxons e esta localizado na regido Xp11.23 (cromossomo X). A area
colorida em azul no éxon 1, 2 e 6 corresponde a regido ndo-codificante; GATA-1,
proteina maior, é traduzida a partir do RNA mensageiro (RNAm) a partir do cédon da
metionina 1; GATA-1s, proteina menor, a partir do codon da metionina situada no
inicio do éxon 3. AD, N-terminal de transativacdo; NF, dedo de zinco N-terminal; CF,
dedo de zinco C-terminal (SANKARAN et al., 2012).

Fisiologicamente GATA-1 é traduzida a partir do RNA mensageiro (RNAm) do gene
GATAL1 a partir do cdédon da metionina 1 (Metl) no éxon 2 (primeiro éxon codificante),
enquanto a proteina GATA-1s a partir do cédon da metionina 84 (Met84) situada no inicio do
éxon 3. A proteina GATA-1, apresenta tanto ligantes de DNA quanto atividade de

transativacdo dentro de trés dominios funcionais: um dominio N-terminal de transativacdo
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(AD, transactivation domain) e dois dominios com motivo estrutural do tipo dedo de zinco
(zinc fingers). Entre eles, um dominio dedo de zinco N-terminal (NF, N-terminal zinc finger)
e um C-terminal (CF, C-terminal zinc finger). O dominio dedo de zinco CF é responsavel pela
ligacdo de alta afinidade ao DNA, enquanto o NF estabiliza essa interacdo e contribui para
interacdes com cofatores como 0 FOG1 (TSANG et al., 1997). Este cofator, juntamente com
NF-E2, FLI1, GFI1B, desempenha papel central no controle na transcricdo de megacariocitos
(CRISPINO, 2005; HITZLER e ZIPURSKY, 2005). Ja a proteina GATA-1s, possui 0s dois
dominios com motivo estrutural do tipo dedo de zinco, sendo caracterizada pela auséncia do
éxon 2 e do dominio de ativacdo AD, mas mantém a habilidade de ligacdo ao DNA e
interacdo com 0 FOG1 (CALLIGARIS et al., 1995; WECHSLER et al., 2002; RAINIS et al.,
2003).

2.5.2 Mutagdes no gene GATAL na TAM e LMA-M7

Mutacbes no éxon 2 do GATAL invariavelmente impedem a formacdo da proteina
GATA-1, produzindo apenas a isoforma GATA-1s como consequéncia da traducéo
alternativa ou do splicing alternativo do éxon 2 (WECHSLER et al., 2002; RAINIS et al.,
2003) (Figura 2.5). Esta proteina truncada é funcionalmente relevante durante a transformacao

leucémica.

Mutagdes missense, nosense, inser¢oes ou delegdes

R
1 i 2 3 -H- 4 -H- 5 -H- 6
||
GATA1 RNAm | 1 3 4 |5 6
Met 84
24 GATA-1s
Proteina GATA-1s NF CF
40kD

Figura 2.5. Representacdo esquematica da localizacdo da mutacdo GATAL, e
formacédo da proteina truncada GATA-1s (SANKARAN et al., 2012).
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Wechsler et al. (2002) ao analisar uma coorte de 75 individuos com e sem SD nas
leucemias de linhagem linfoide e mieloide observou que mutacGes no gene GATAL afetam
exclusivamente células da LMA-M7 em individuos com SD. Posterior a esses achados, outros
estudos reportaram mutac@es iniciais nos pacientes com SD e TAM ou LMA-M7 (HITZLER
et al., 2003; RAINIS et al., 2003; Xu et al., 2003; CABELOF et al., 2009). Entre esses
estudos, Magalhaes et al. (2006) e Amorim et al., (2009) demonstraram um total de 21
mutacdes somaticas em diferentes regibes do GATAL ao analisar amostras de sangue
periférico e aspirado de MO de criangas, sendo algumas mutacfes recorrentes em outros
estudos (MAGALHAES et al., 2006; AMORIM et al., 2009).

Nestes estudos, as técnicas para rastreamento foram realizados por cromatografia
liqguida desnaturante de alta performance (dHPLC), que se baseia nas variagdes de
heteroduplex e homoduplex dos fragmentos de DNA, e sequenciamento direto. Ambas
incapazes de identificar mutaces em amostras com baixo percentual de células blasticas
(AMORIM et al., 2009). Recentemente, Roberts et al. (2013) analisou mutacdo do GATA1
comparando as técnicas de rastreamento por dHPLC e sequenciamento direto em 200
neonatos com SD, e observaram a frequéncia de mutagdo em 8,5% (n=17) dos casos com
blastos >10% por dHPLC e sequenciamento direto (método Sanger), e por meio do
sequenciamento de nova geracdo (SNG) observou que 18 de 88 (20,4%) pacientes que nédo

haviam sido detectados pelas técnicas anteriores apresentaram mutacdo no GATAL.

Ao analisar a frequéncia de mutagdo nos casos de TAM e LMA, Yoshida et al. (2013)
encontrou mutacdo em todos os pacientes, Alford et al. (2011) encontrou uma frequéncia
88,1% na série de TAM e 85,4% em LMA-M7. As mutacdes no GATAL sdo variadas e podem
ser do tipo mutacGes de sentido errbneo (missense), sem sentido (nonsense), delecbes e
insercdes. Favorecem a introdugdo de um cddon de parada prematura frameshift (mudanca na
matriz ou quadro de leitura) como traducéo alternativa a partir do éxon 3, como também pela
perda do éxon 2 por splicing alternativo. Estudos recentes mostraram que as mutag¢des mais
frequentes em pacientes com TAM ou LMA-M7 s&o mutacdes com insercOes, delecOes e
duplicacdes no éxon 2 com frequéncia de 100% (WECHSLER et al., 2002), 74% (CABELOF
et al., 2009) e 78% (ALFORD et al., 2011) para ambos os diagnosticos. Mutagdes pontuais
foram detectadas em 21% em TAM e 22% em LM-SD. Mutagdes por substituicdo séo raras
(1%) e exclusivamente encontradas em TAM (ALFORD et al., 2011). A maioria (97%)
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dessas mutagdes esta localizada no éxon 2 e, em contrapartida, muta¢es no intron 1 ou 2 e
éxon 3 do GATAL sdo raras (RAINIS et al., 2003; ALFORD et al., 2011).

2.5.3 Mutacgdes no GATAL ocorrem intra-Utero

Na tentativa de entender os mecanismos de patogénese desta doenca neonatal, foi
sugerido que este disturbio se inicia durante a hematopoese fetal. Entre as evidéncias para esta
afirmativa tem-se: 1) as mutagdes no GATAL ndo tém sido detectadas em estagio de remissao
para TAM ou LMA-M7, indicando que as mutacdes sdo somaéticas e restritas aos clones
leucémicos (RAINIS et al., 2003; AHMED et al., 2004); 2) presenca de infiltracdo hepética
por células fetais hematopoéticas anormais, os distirbios de adesdo celular nas células
progenitoras e fibrose medular decorrentes do aumento de megacarioblastos (HITZLER,;
ZIPURSKY, 2005); 3) individuos com SD e TAM apresentam fibrose hepéatica com alta
expressdao do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e transforming growth
factor-beta 1 (TGF-1) nas células blasticas e no figado. E sabido que TGF-1 causa 0 aumento
da sintese de componentes da matriz extracelular e, desta forma, surge a hipdtese de que a alta
expressdo de PDGF e TGF-1 apresenta maior taxa de sintese de matriz extracelular podendo
ter um efeito sinérgico no desenvolvimento da fibrose hepatica do individuo TAM com SD
(HATTORI et al., 2001); 4) MutagBes encontradas na TAM foram idénticas as mutacdes
encontradas em blastos leucémicos na LMA-M7, provando que as mutacGes da LMA-M7 sdo
originadas da TAM (RAINIS et al., 2003); 5) gémeos idénticos (monozig6ticos) com
trissomia do 21 e LMA-M7 apresentaram a mesma mutacdo do GATA1 (delCC 239-330) nas
células blasticas (RAINIS et al., 2003). Devido a idéntica mutacdo nos gemelares, 0s autores
sugerem que a mutacdo surgiu em um dos gémeos durante a vida fetal e que as células pré-

leucémicas foram transferidas para o outro irmdo por meio de anastomose placentéria.

2.5.4 Mecanismo para desenvolvimento da TAM ou LMA-M7

Diversos estudos demonstram que seja quantitativamente ou qualitativamente a
disfuncdo do GATA1l um pré-requisito para leucemogénese, porém este sozinho ndo é
suficiente para a leucemogénese (SHIMIZU; ENGEL; YAMAMOTO, 2008). Além disso, a
populacéo de blastos de TAM e LMA-M7 na SD carreiam tipos simples de mutacbes GATAL

indicando que subclones latentes de blastos de TAM transformam-se em LMA-M7 num
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processo de malignizacdo no qual é necessario um segundo fator inserido no contexto da
trissomia 21 (Figura 2.6) (MUNDSCHAU; CRISPINO, 2006). Um fato que corrobora este
achado ¢é que a probabilidade de uma crianca com SD desenvolver TAM e néo evoluir para
LMA-M7 é de 70%. Além disso, existem casos de LMA-M7 sem TAM prévia. Isto leva a
hipotese que se faz necessario outro evento juntamente com a mutacdo no GATAL para que
leve ao desenvolvimento e proliferacdo de megacarioblastos. Vérias tentativas para identificar
quais interacbes e mecanismos de acles entre eventos genéticos adicionais nas vias da
patogénese da LMA-M7 vem sendo exploradas. Mutacbes em RUNX1 e JAK2 foram
identificadas e atribuidas como hit adicional as muta¢fes do GATAL para o desenvolvimento
da LMA-M7 (MALINGE; IZRAELI; CRISPINO, 2009; YOSHIDA et al., 2013).

Aumento do dano ao DNA
Diminui¢do do mecanismo de reparo
Aumento na frequéncia de mutacGes

Remissdo espontanea

Morte precoce

Neonatos

Evolucéo para LMA-M7

(apds o 3° hit)

3°HIT Alteracoes
— Adicionais (mutaces)

Remissao pds-terapia

/
\ Morte

Criancas

Figura 2.6. Representacdo esquematica do mecanismo para leucemogénese da SD

(GURBUXANI; VYAS; CRISPINO et al., 2004).
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O gene RUNX1, também conhecido como AML1, é um fator de transcricdo
hematopoiético e esta localizado na regido cromossomica 21q22.3, conhecida como “regido
critica da SD”. Algumas linhas de evidéncias sugerem que ele coopera com o GATAL na
diferenciacdo dos megacariocitos e que esta envolvido na etiopatogénese da LMA-M7
(ELAGIB et al., 2003; GURBUXANI; VYAS; CRISPINO et al., 2004), porém o papel do
RUNX1 na leucemogénese na SD ainda é alvo de investigacdo. O gene JAK2, localizado na
regido 9p24, gera a proteina pertencente a familia Janus quinasese é essencial para a
sinalizacdo intracelular normal de receptores de fator de crescimento hematopoiético. Este
gene tem sido encontrado em aproximadamente 20% dos casos de LLA em SD (KEARNEY
et al., 2009; MALINGE; IZRAELI; CRISPINO, 2009).

2.6 MODALIDADES TERAPEUTICAS E PROGNOSTICO

Criancas com SD e LMA-M7 apresentam caracteristicas bioldgicas Unicas e melhores
indices de resposta terapéutica com protocolos de tratamento para LMA em SD e maior
sobrevida livre de eventos (SLE) do que criangas com LMA sem SD (GAMIS et al., 2003;
CREUTZIG et al., 2005). Os primeiros estudos que revelaram altas taxas de SLE e resposta
ao tratamento para LMA foram conduzidos na década de 90 (RAVINDRANATH et al., 1992;
KOJIMA et al., 1993; LANGE et al., 1998; CRAZE et al., 1999).

Devido ao aumento da toxicidade a terapia observada nessas criangas, foi proposta
reducdo na dose de agentes quimioterapicos e, mesmo com essa reducdo, foi observado
aumento na SLE. Com isso, 0 Children’s Cancer Group (CCG) propés um protocolo
terapéutico com drogas e dosagens especificas para criancas com SD e LMA (LANGE, 1998).
Desde entéo, alguns estudos foram realizados com intuito de analisar este padréo de resposta
ao tratamento reduzido de agentes quimioterapicos nestas criangas. Entre eles, um estudo
internacional realizado na Alemanha, Austria, Suica e Replblica Tcheca, com grupo
composto por 118 pacientes, relatou alta taxa de cura para os pacientes com SD submetidos
ao protocolo de tratamento LMA-BFM (Berlin—Frankfurt—-Munster) 93 e LMA-BFM 98,
mesmo com reducdo da intensidade das doses de citarabina (ARA-C) e das antraciclinas
(CREUTZIG et al., 2005).
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Além deste, recentemente o Grupo de Oncologia Infantil (Children’s Oncology
Group—COG, United States) conduziu um estudo (COG A2971) prospectivo, multi-
institucional e de fase Ill, que objetivou reduzir a morbimortalidade em criancas com LMA.
Eles analisaram 132 pacientes com SD (91 com LMA e 41 SMD), no periodo entre 1999-
2003. Esta anélise foi baseada em um estudo prévio conduzido pelo CCG, o CCG 2891
(LANGE et al., 1998), com algumas modificagbes no protocolo e seus resultados foram
comparados. Neste estudo, eles eliminaram do tratamento o etoposideo e a dexametasona do
regime padrdo de inducdo, e removeram trés meses de quimioterapia sistémica da
manutencdo, deixando apenas trés doses intratecais (IT) de citarabina, como terapia de
manutencdo. O tratamento consistiu em quatro ciclos padréo de terapia de indugdo, um curso
de terapia de intensificacdo, e trés adicionais doses IT de citarabina administradas
semanalmente como terapia de manutencdo. E mesmo com as alteracdes no protocolo, foi
relatada uma taxa remissdo de 92,7%, SLE em 5 anos de 79% e sobrevida global (SG) de
84%, sendo estes resultados similares aos encontrados no CCG 2891. Além disso, 74% das
criangas (< 4 anos de idade) tiveram boa resposta no dia 14 do primeiro ciclo na terapia de

inducdo, apresentando <5% de blastos na avaliacdo morfoldgica (SORRELL et al., 2012).

O transplante de medula 6ssea (TMO) com infusdo de células-tronco hematopoéticas e
condicionamento mieloablativo, esta associado a toxicidade excessiva sem ganho terapéutico
adicional, ndo sendo, portanto, indicado na crianga com SD em primeira remissao (LANGE et
al., 1998). Além disso, as informacdes sobre TMO alogénicos (doador aparentado ou ndo
aparentado) sdo escassas e conflitantes. Diante disso, Hitzler et al. (2003) revisitou 21
pacientes com SD e LMA e 80 ndo SD que foram transplantados entre 2000 e 2009. Neste
estudo, os autores observaram uma probabilidade de sobrevida em 3 anos de somente 19%
nos casos com SD. Na analise multivariada ajustada para o intervalo entre o diagndstico e
transplante, os riscos de recidiva (HR 2,84, p <0,001; 62% versus 37%) e mortalidade
relacionada ao transplante (HR 2,52, p= 0,04, 24% versus 15%) foram significativamente
maiores para LMA-SD em comparacdo aos ndo SD com LMA. Risco geral de mortalidade
(HR 2,86, p <0,001; 21% vs 52%) foi significativamente maior para LMA-SD.
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2.6.1 Descrigdo sumaria dos protocolos de tratamento de leucemias miel6ide na SD

Tendo em vista as caracteristicas dos pacientes com SD e leucemia, as estratégias
principais dos protocolos especificos para estes pacientes sdo as mesmas, como reducdo das
taxas de recaida e mortalidade relacionada a terapia; reducdo das toxicidades relacionada a
altas doses de quimioterapicos, como mucosite intensa, infecgdes por mielossupressao
prolongada e cardiotoxicidade aumentada, aumento de SLE e SG, como também melhora na
qualidade de vida. No Brasil, os protocolos terapéuticos mais utilizados para o tratamento das
LLA sdo os do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia (GBTLI) e do grupo
alemdo BFM modificado. Porém nas LMAs ainda ndo existe consenso nacional para
tratamento em individuos sem ou com SD. Os protocolos utilizados com frequéncia para
tratamento da LMA na SD sdo o LMA-BFM (CREUTZIG et al., 2005) e mais recentemente o
POG 9421 (O'BRIEN, et al., 2008).

O LMA-BFM modificado para SD consiste em 4 periodos, sendo uma fase de
inducdo, duas de consolidagdo, uma de intensificacdo e uma de manutencdo. A fase de
inducéo (AIE) consiste no uso de citarabina 100mg/m?/d (dias 1 e 8), idarrubicina 8mg/m?/d
(dias 3 e 5), etoposideo (VP-16) 150mg/m?(dias 6 a 8) e citarabina intratecal (IT) com dose
calculada conforme a idade (dias 1 e 8); A 12 fase de consolidacdo (Al) consiste no uso de
citarabina 500mg/m?/d (dias 1 a 4), idarrubicina 5mg/m?/d (dias 3 e 5) e citarabina IT com
dose calculada conforme a idade (dias 1 e 8); A 22 fase de consolidagdo (haM) utiliza alta
dose de citarabina 1g/m? (dias 1 a 3), mitoxantrone 10mg/m?d (dias 3 e 4) e citarabina IT
com dose calculada conforme a idade (dias 1 e 6); A fase de intensificacdo (HAE) também
utiliza alta dose de citarabina 3g/m? (dias 1 a 3), etoposideo (VP-16) 125mg/m?(dias 2 a 5) e
citarabina IT com dose calculada conforme a idade (dia 1); e por fim, a terapia de manutencéo
(durante 1 ano) com tioguanina 40mg/m? (por 1 ano), citarabina 40mg/m? subcutanea (SC)
(dias 1 a 4 por 4 semanas) (CREUTZIG et al., 2005).

Entre as diferencas no protocolo para as criangcas sem SD versus com SD tem-se: ndo
realizacdo da 22 fase de inducdo (haM) com alta dose de citarabina 3g/m? (dias 1 a 3),
mitoxantrone 10mg/m?/d (dias 3 e 4) e citarabina IT com dose calculada conforme a idade
(dia 1); reducdo da dose de idarrubicina da fase AIE (de 12 para 8mg) e reducdo na
administracdo (de 3 para 2 dias); reducéo da dose de idarrubicina da fase Al (de 7 para 5mg);

24



e, durante a terapia de manutencdo, ndo € realizada a citarabina IT com dose calculada
conforme a idade (1 vez por semana, durante 4 semanas), como também irradiacdo do SNC
(CREUTZIG et al., 2005).

O POG Study 9421 modificado para SD consiste em 2 periodos, sendo duas fases de
inducdo e trés de consolidacdo. A 12 fase de indugdo (standart DAT) consiste no uso de
citarabina 100mg/m?/d (dias 1 a 7), daunoblastina 45mg/m%d (dias 1 a 3), tioguanina
100mg/m? via oral (dias 1 a 7) e citarabina IT com dose calculada conforme a idade (dia 1);
22 fase de inducéo (standart DAT) com 1000mg/m?/d de 12/12 horas (dias 1 a 5); 1% e 32 fase
de consolidacdo com mitoxantrone 7mg/m?/d (dias 1 a 4), etoposideo 100mg/m?/d (dias 1 a 5)
e citarabina IT com dose calculada conforme a idade (dia 1); 22 fase de consolidagdo com
citarabina 1000mg/m?/d (dias 1 a 5). Entre as diferencas no protocolo tem-se: na 12 fase de
inducdo a daunoblastina foi reduzida de 45 para 25 mg e na 1% e 3?2 fases de consolidacdo o
mitoxantrone de 10 para 7mg (O'BRIEN, et al., 2008).

Gamis et al., (2003) analisaram a coorte de 161 pacientes com SD diagnosticados com
LMA e identificaram que o aumento da idade ao diagnostico tem efeito significativamente
negativo na resposta a terapia nessa populacdo. Este grupo analisou a idade, sexo, raca,
envolvimento hepatico, esplénico e nodal, invasdo de SNC, contagem de células brancas
(leucdcitos), percentual de blastos na MO, contagem de plaquetas, classificacdo morfolégica e
citogenética, resposta a terapia por meio do percentual de blastos na MO no dia 7 e a taxa de
remissdo completa apds 4 ciclos. Destes, apenas a idade ao diagnéstico (p=0,002) e a rapidez
na resposta no dia 7 (p=0,03) foram preditores de SLE. Porém, na analise multivariada,
somente a idade foi fator preditivo de SLE (p=0,006). Criangas < 2 anos de idade tiverem em
6 anos SLE de 86%, comparadas com aquelas > 2 anos de idade com uma SLE em 6 anos de
64% (p=0,002). A taxa de SLE séo foi significativamente diferente de LMA para SMD, com
76% e 78% respectivamente (GAMIS et al., 2003).

Klusmann et al. (2008) analisaram informacGes bioldgicas, citogenéticas, clinicas e
terapéuticas na larga coorte de 146 pacientes com SD diagnosticados com TAM. Eles
observaram em 5 anos uma SG e SLE de 85% + 3% e 63% + 4%, respectivamente. Entre
todas as criangas incluidas no estudo, 124 sobreviveram aos primeiros 6 meses de vida e,

destas, 29 (23,4%), desenvolveram LM-SD. No total, 27 das 29 criancas foram tratadas de
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acordo com os protocolos LMA-BFM 93, 98, ou 2004, com dose na intensificacdo adaptada e
todas as criancas tiveram SLE em 5 anos de 100%. Foi observado também que as criangas
com histéria prévia de TAM tiveram uma SLE significativamente maior (91% + 5%)
comparada com as criancas sem TAM diagnosticadas no mesmo periodo (70% * 4%),
principalmente devido a baixa taxa de recaida (0% vs 9% z 3%). Por meio de analise
multivariada, foi observado fator de protecdo para morte precoce nos pacientes com TAM e
remissdo espontanea (p<0,001) [HR, hazard ratio 0,01 (IC 95%, 0,00-0,06)]; e tratamento
com citarabina (p<0,001) [HR 0,11 (IC 95%, 0,04-0,31)].

O estudo realizado por Ge et al. (2005) buscou analisar, in vitro, blastos leucémicos de
criancas com SD de LMA-M7 e criancas sem SD e com LMA. Neste estudo, eles
identificaram que os blastos leucémicos das criancas com SD e mutacBes no GATA1L
apresentavam niveis intracelulares aumentados do metabdlito ativo da ARA-C, conhecido
como trifosfato de citarabina, em comparacdo com os blastos leucémicos das criangas sem a
SD. Além disso, eles identificaram que os blastos leucémicos das criancas com SD
apresentam expressdo diminuida de citidina desaminase (CDA), que é uma enzima
responsavel pela metabolizacdo da ARA-C. Como consequéncia da redugdo da CDA, ha
também reducgdo nos niveis do metabolito inativo da ARA-C, conhecido como ARA-U, e
aumento dos niveis do trifosfato de citarabina. O que resulta numa melhor a¢édo no bloqueio
da sintese do DNA, e inibicdo da DNA polimerase. Em contrapartida, esta exposicdo
aumentada aos metabdlitos ativos desta droga pode favorecer o aparecimento de toxicidades
(GE et al.,2005).

Massey et al. (2006) avaliaram 48 lactentes com SD e TAM diagnosticados e
registrados entre o periodo de 1996 a 1999, com objetivo de determinar a historia natural da
doenca, caracteristicas bioldgicas, e caracteristicas clinicas associadas com a morte precoce e
subsequente desenvolvimento da leucemia. Em relacdo a morte precoce (< 9 meses de idade),
eles observaram por meio da analise univariada a correlacdo de varidveis como sexo, idade
gestacional, peso ao nascimento, idade ao diagndstico, caracteristicas laboratoriais e reducéo
blastos. Eles observaram que a morte precoce (média de 90 dias) ocorreu em 8 (17%) de 47
pacientes e foi estatisticamente significativa quando correlacionada com a contagem de
células brancas ao diagnostico (p<0,001), aumento de bilirrubina e enzimas hepaticas no

curso da doenca (p= 0,005) e falha da reducgdo de blastos periféricos (p=0,001). Outro fator
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interessante encontrado, porém nao estatisticamente significante (p=0,09), foi o sexo, cujos

meninos tiveram uma pior sobrevida (de 8 pacientes com morte precoce 6 de eram meninos).

Klusmann et al. (2008), identificaram caracteristicas ao diagndstico associadas a alta
incidéncia cumulativa de morte por meio da analise univariada (teste de Gray), como
contagem de leucécitos >100 x10%/L (p=0,002), hidropsia fetal (p<0,001), ascites (p<0,001),
efusdes (pleural, pericardica, ascites ou hidropsia) (p=0,008), coagulopatia (p<0,001), diatese
hemorragica (p<0,001), contagem de plaquetas >100 x10%L (p=0,023), parto prematuro
(p=0,002), e baixo peso ao nascimento (< 3kg) (p=0,021) e, durante curso da doenca, a
fibrose hepética (p<0,001), disfuncdo hepatica (p=0,003) e falha renal (p<0,001). As
variaveis relacionadas a pior SLE foram a contagem de leucdécitos (p=0,035), hidropsia fetal
(p<0,001), efusdes (p<0,001), efusdo pleural (p=0,007), coagulopatia (p=0,013), diatese
hemorrégica (p=0,001) e, durante curso da doenca, disfuncdo hepética (p=0,013) e falha renal
(p<0,001). Diferente do estudo de Massey et al. (2006), ndo encontraram diferencas (p=0,72)
na sobrevida em 5 anos entre o grupo de meninos e meninas (SLE em 5 anos, 64% e 60%,
respectivamente), como também em pacientes assintomaticos versus sintomaticos (p=0,25) ao

diagnostico (SLE em 5 anos, 76% e 64%, respectivamente).
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3. JUSTIFICATIVA

As criangas com SD e LMA-M7 apresentam melhor resposta ao tratamento
quimioterapico e maior SLE do que aguelas sem a sindrome, principalmente quando houve
reducdo da dose de ARA-C e antraciclicos (CREUTZIG et al., 2005; VYAS; ROBERTS,
2006). Estudos de sobrevida e letalidade por neoplasias sdo indispensaveis para o
planejamento de acOes de salde, visto que as taxas de sobrevida e letalidade em séries
histéricas sdo de alta relevancia analitica. Investigacbes que permitam avaliar
caracteristicas epidemioldgicas e fatores prognoésticos relacionados a doenca e resposta
terapéutica, forneceram elementos objetivos sobre a eficacia do tratamento de leucemias em
SD, aplicando os conhecimentos obtidos tanto na &rea da pesquisa clinica quanto na area de
informacdo em céancer de uma forma geral. A pesquisa se fez necessaria pela pequena
quantidade de estudos de andlise de sobrevida e possiveis fatores prognosticos relacionados
em criancas com SD e LMA (LANGE et al., 1998; GAMIS et al., 2003; CREUTZIG et al.,
2005; GE et al., 2005).

Cabe destacar que, até 0 momento esta iniciativa é decorrente da auséncia de
estudos realizados em SD e representa a primeira analise no Brasil. Poucos estudos foram
realizados sobre LMA na infancia neste pais (LOPES, 1990; SILVA-JUNIOR; RIBEIRO,
1993; VIANA et al., 2003), e destes, nenhum especifico para a popula¢do com SD. Além
disso, pouco se conhece sobre os protocolos adotados pelas instituicbes Brasileiras no
tratamento da TAM e LMA na SD. Diante disso, os resultados obtidos por meio desta
analise permitirdo aprimorar o delineamento de estratégias terapéuticas, no que diz respeito
as diferencas entre TAM, SMD e LMA-M7 quanto as dosagens de drogas utilizadas no

tratamento no Brasil.
Em relacdo ao avanco cientifico, certamente a analise destas informacdes levara a

uma melhor compreensdo sobre o papel de mutacdes gendmicas do GATAL no progndstico

da LMA na SD e possibilitara a confirmacao de achados ja descritos em estudos anteriores.
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Outro fator de interesse é a disponibilidade de informacdes ja existentes geradas por
estudos realizados pelo Programa de Hematologia-Oncologia Pediatrica (PHOP),
Coordenacdo de Pesquisa — CPq do Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), Rio de Janeiro — Brasil, sobre fatores etiologicos e identificacao de risco com
as mutacdes do GATAL iniciado ha 10 anos(MAGALHAES et al., 2006; AMORIM et al.,
2009).

Por fim, para a enfermagem em particular, ele inaugura um espaco de investigacdo
epidemioldgica e molecular com pleno potencial de articulacdo com a assisténcia, geréncia
e ensino. Tal afirmacdo baseia-se na inexisténcia de estudos como o proposto, tanto na
producdo nacional quanto na internacional desta categoria profissional. No que se refere as
implicacdes para a pratica clinica, o estudo pode subsidiar a elaboracdo de planos de
cuidados assistenciais com énfase na adequacdo da terapéutica que proporcione melhor

qualidade de vida para as criangas com SD.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Analisar os fatores associados ao prognostico de criangas com sindrome de Down
diagnosticadas com TAM ou LMA atendidas em instituicOes brasileiras de referéncia

oncologica.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Descrever o perfil clinico-epidemiolégico, incluindo as diferencas entre TAM e
LMA;

e Descrever a frequéncia e localizacdo da mutacdo no éxon 2 do GATAL e padrédo de
expressao dos transcritos génicos;

e Analisar a resposta terapéutica;

e Analisar a letalidade, sobrevida global (SG) e a sobrevida livre de evento (SLE),

como os fatores associados ao progndstico.
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5. METODOLOGIA

5.1 CONSIDERACOES SOBRE O TIPO DE PESQUISA

Foi realizado um estudo retrospectivo, de coorte, de criangas com TAM ou LMA.

5.2 POPULACAO

5.2.1 Sujeitos

Criangas com SD, com idade <4 anos, de ambos 0s sexos, com diagnostico de TAM
ou LMA, caracterizadas por analises morfolégicas, imunofenotipicas e moleculares
(BENNETT et al., 1982; BENNETT et al., 1985; VARDIMAN, 2010).

5.2.2 Fonte de informacéo

Originaram-se de duas fontes: 1°) informacg6es demograficas, clinicas e marcadores
diagnosticos foram extraidas do registro de dados do PHOP-CPq gerado do sistema online
(imunomolecular.redecancer.org.br) com variaveis selecionadas para esta pesquisa
conforme sumarizado no Anexo A. O PHOP fornece uma cobertura diagnostica a criancas
com hematopatias em ambito nacional, por meio da Rede de Apoio de Atencdo ao Cancer
Infanto-Juvenil em carater cooperativo para o diagndstico de leucemias e pesquisa. As
amostras de SP ou MO de criangas com disturbios hematolégicos sdo enviadas para
andlises celulares e moleculares. Ao enviar as amostras, 0os medicos responsaveis pelos
cuidados terapéuticos preenchem este registro online com as informagdes dos pacientes.
Especificamente para este estudo, as amostras foram provenientes de véarias de instituicdes
parceiras nos seguintes estados do Brasil: Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goiés,

Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Rio
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Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S8 Paulo (Anexo B); 2°
informagdes clinicas e terapéuticas adicionais, bem como o status ao seguimento foram
coletadas diretamente com os médicos responsaveis pelo tratamento de criangas nos
servicos de onco-hematologia pediatrica destas instituicbes, por meio de entrevista
telefénica. Para as criancas cujas amostras foram provenientes de Brasilia, Salvador e Rio
de Janeiro, as informacdes foram coletadas por meio de contato fisico, onde pdde-se ter o
acesso total aos prontuédrios dos pacientes. Para isto, foi utilizado um questionario
(Apéndice A e B).

5.2.3 Critérios de inclusao

Criancas com Sindrome de Down e idade < 4 anos, com evidéncia clinica e
diagnostico confirmado de TAM ou LMA,

Casos diagnosticados e registrados no periodo de janeiro de 2000 a janeiro de 2014.

5.2.4 Critérios de exclusdo

Criangcas com SD sem evidéncia laboratorial de leucemia. Para o estudo de
sobrevida foram excluidas as criangas para as quais nao houve localizagdo do prontuério ou

informacdo de data do Gltimo seguimento ou data do ébito.

5.2.5 Casuistica

Durante o periodo de 2000 a 2014 foram recebidas 384 amostras de pacientes com
SD. Destas, 312 correspondiam a amostra inicial de cada paciente: 167 apresentavam
evidéncias de hemopatias malignas e 145 sem evidéncias de leucemia. Dos pacientes com
hemopatias malignas, 50 foram diagnosticados com LLA e 117 com LMA, sendo estes
ultimos selecionados para a pesquisa. Foi realizada busca ativa para confirmacéo
diagnostica e coleta de informagdes nas instituicdes de procedéncia das amostras e nas
instituicdes de transferéncia (devido a complexidade do caso, algumas criangas foram

transferidas de sua instituicdo de origem para outra com maior suporte terapéutico). Houve

32



confirmacéo diagndstica e inclusdo de 97 pacientes: 34 casos de TAM e 63 casos de LMA.

Foram excluidos 20 casos: 7 por ndo localizacdo de prontuérios ou registros hospitalares e

13 por ndo confirmacdo diagndstica de hemopatia clonal ou por apresentarem idade > 5

anos (Figura 5.1).

Criancas com sindrome de Down
(2000-2014)

n =384

Primeira amostra

Amostras seriadas

Linhagem mieldide

Inclusao

n=97

(Al) (A2-A6)
n=2312 n=71

|

|

Com he_mopatla Sem leucemia*
maligna
n=167 n =145

|

|
Linhagem
linféide
n=117 n=>50
|
Exclusdo**
n=20

*Estdo incluidos neste grupo os casos com processos de mielodisplasia secundarios a infecgcbes comprovadas,
citopenias isoladas e sem outras morbidades relacionadas hemopatias malignas. **Excluidos casos com
Sindrome de Down sem confirmag&o de leucemia ou com idade > 5anos; n, nimero total de amostras/pacientes.

Figura 5.1. Casuistica de criangas com de sindrome de Down e distarbios hematoldgicos que

foram encaminhados para diagnostico de leucemias e pesquisas, no periodo de 2000-2014.
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5.3 VARIAVEIS

5.3.1 Variaveis dependentes

Foram analisadas as seguintes variaveis: obito e resposta ao tratamento.

5.3.2 Variaveis independentes

Foram analisadas as seguintes varidveis: morfologia e classificacdo bioldgica da
leucemia; idade ao diagnostico (0 a 3 meses, 4 meses a 12 meses e 13 meses a 4 anos); Sexo
(feminino ou masculino); raca/cor da pele (branca ou ndo branca); contagem total de
leucdcitos; percentual de blastos; hemoglobina medida em g/dL; hematdcrito; contagem de
plaquetas; mutacdo no gene GATAL,; evolucdo para LM-SD; tratamento quimioterapico;
protocolo terapéutico utilizado; toxicidade medicamentosa na indugdo e intensificagdo; dose
cumulativa de ARA-C e antraciclicos; TMO;

5.3.3 Variaveis de controle
A descricdo das variaveis controle estd sumarizada no Apéndice C. Essas variaveis
foram classificadas em 3 grupos: caracteristicas demogréaficas e clinicas ao diagndstico;

caracteristicas biologicas, imunofenotipicas e moleculares ao diagndstico; e caracteristicas

relacionadas ao tratamento e evolugdo da doenga.

5.4 ANALISE MOLECULAR DO GENE GATA1
As andlises para identificagdo de mutagdes do GATAL e perfil de expressdo dos seus

transcritos génicos alternativos foram realizadas conforme o algoritmo de testes

representado na Figura 5.2.
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ALGORITIMO DE TESTES

Deteccdo da mutacéo do Expressdo dos transcritos
GATAl génicos alternativos do GATAL
I I
Extracdo de DNA Extracdo de RNA
PCR Sintese de cDNA
Sequenciamento RT-PCR

Figura 5.2. Representacdo esquematica do algoritmo de testes realizado no laboratério do
PHOP, CPqg, INCA, para rastreamento de mutacbes génicas. DNA, acido
desoxirribonucléico; RNA, &cido ribonucleico; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; RT-

PCR, transcriptase reversa e rea¢do em cadeia da polimerase.

5.4.1 Purificagdo de DNA

O écido desoxirribonucleico (DNA) foi obtido a partir de células mononucleares da
MO por meio do kit DNA Blood Mini (QIAGEN, Chaysworth, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante, cujo principio é baseado em uma membrana de silica seletiva.
Posteriormente, o DNA foi quantificado por meio do espectrofotdbmetro (NanoDrop 1000,

Wilmington, DE, USA), com a absorbancia a 260nm, e foram geradas as quantificacfes
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pelo programa ND-1000 que acompanha o aparelho. O material foi utilizado para

rastreamento das mutagdes no GATAL.

5.4.2 Analise mutacional do gene GATAL

A identificacdo de mutac6es no éxon 2 do GATAL foi realizada por meio da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR), que gera um fragmento de 317pb, por meio dos iniciadores
descritos na Tabela 5.1. (MAGALHAES et al., 2006). Foram incluidas as informacdes da
analise de 22 criancas testadas previamente por meio das técnicas de sequenciamento direto
e dHPLC dos dois estudos epidemioldgicos moleculares realizados (MAGALHAES, 2006;
AMORIM et al., 2009).

Tabela 5.1. Sequéncia de iniciadores utilizados nas amplificacfes do éxon 2 do GATA1l
(MAGALHAES et al., 2006)

Sentido Sequéncia
Senso 5 GTCCTCGCAGGTTAATCCCC 3’
Anti-senso 5 GCCAAGGATCTCCATGGCAACCC 3’

Para a reacdo de PCR foram utilizados 100-150ng de DNA. A solucdo adicionada
ao DNA foi preparada para um volume final de 50ul com as seguintes quantidades:
iniciadores a 0,5uM; oligonucleotideos dATP, dTTP, dCTP e dGTP a 0,2mM finais;
solucdo tampédo 1x (50mM KCI, 20nM Tris-HCI pH 8,4) (Invitrogen, CA, USA), cloreto de
magnésio (MgCl,) a 2,5mM, (Invitrogen, CA, USA), 1U de Tag-polimerase (Tag DNA
Polymerase; Invitrogen, CA, USA).

As reacOes de PCR foram realizadas no termociclador Veriti® Thermal Cycler (Life
Technologies, Applied Biosystems, CA, USA), onde os perfis térmicos da reagdo seguiram
as seguintes condic¢des: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 30 seg, 35 ciclos de
desnaturacéo a 94°C por 30 seg, temperatura e tempo de anelamento de 60°C por 1 min, e
extensdo a 72°C por 30 seg; seguidas por um ciclo final de extensédo a 72°C por 10 min.

Depois de amplificados, os produtos da PCR foram visualizados através de gel de agarose
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1,5% corado com brometo de etidio (Fig. 5.3) e, posteriormente, direcionados para o

sequenciamento direto.

317pb

Figura 5.3. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio para visualizagdo da regido
amplificada do GATAL. (PM) Padrdo de peso molecular; (1-4) amostras de casos com

regido esperada amplificada. Pb, pares de bases.

5.4.3 Sequenciamento direto (método Sanger)

A preparacdo das amostras para o sequenciamento se deu por meio da purificacdo
dos produtos amplificados pela reacéo de PCR com o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare, NE, UK), de acordo com o recomendado. A quantificacdo
destes produtos foi estimada com o auxilio do reagente Low Mass DNA Ladder (Life
Technologies, Applied Biosystems, CA, USA), conforme instrucdes do fabricante. As
placas de sequenciamento foram preparadas com o volume final de 10 pl, utilizando como
referéncia as quantidades e reagentes recomendados para montagem da reacdo de
sequenciamento com o BigDye® Terminator Cicle Sequencing Kit v3.1 (Applied
Biosystems, CA, USA). As placas foram submetidas as reaces utilizando a seguinte
ciclagem basica no termociclador Veriti® Thermal Cycler (Life Technologies, Applied
Biosystems, CA, USA), com os perfis termicos: etapa inicial de desnaturagdo a 96°C por 1
min, 25-40 ciclos de desnaturagéo a 96°C por 15 seg, temperatura e tempo de anelamento
de 50°C por 15 seg, e extensdo a 60°C por 4 min. As amostras foram precipitadas na placa

de sequenciamento seguindo o protocolo utilizado na Plataforma de Sequenciamento e
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Analise de Fragmentos PDTIS/Fiocruz, conforme o descrito: as placas foram centrifugadas
a 600 rpm por 1 min; adicionou-se 30 uL de isopropanol 75% (Merck KGaA, Darmstadt,
DE) e as amostras foram ressuspendidas, com a pipeta, de 3 a 4 vezes, para homogeneiza-
las. As placas foram incubadas, por 15 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e,
posteriormente, centrifugadas a 4°C e 4.000 rpm, por 45 min. O sobrenadante foi
descartado vertendo-se as placas sobre papel-toalha, por meio de movimentos circulares.
Foram adicionados 50uL de Etanol 75% (Merck KGaA, Darmstadt, DE) e seguiu-se uma
nova centrifugacdo a 4°C/4.000 rpm, por 15 min. O sobrenadante foi, novamente,
descartado e as placas aquecidas a 60°C, por 10 min, ao abrigo da luz. Foram adicionados
10pL de Formamida Hi-Di™ (Life Technologies, Applied Biosystems, CA, USA) em cada
poco da placa, que foi submetida a aquecimento a 95°C durante 5 min no termociclador.
Apds estas etapas, as amostras estavam adequadas para o processamento no sequenciador
automatico ABI13500xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). A anélise das
sequéncias geradas pelo aparelho foi realizada no programa BioEdit Sequence Alignment
Editor versdo 7.0.8.0 (HALL, 1999). Em seguida, os eletroferogramas obtidos foram
comparados com uma sequéncia referéncia do GATAL (GenBank NM_002049).

5.4.4 Purificagd@o do RNA e sintese do DNA complementar

A purificacdo do é&cido ribonucleico (RNA) foi realizada por meio do ensaio
comercial Trizol (Invitrogen, CA, USA), conforme protocolo padrdo estabelecido pelo
fabricante. Apé6s a extracdo, o RNA foi quantificado em um espectrofotdmetro
(NanoDrop1000, Wilmington, 44 DE, USA), avaliando-se a absorbancia a 260nm, e foram
geradas as quantificacBes dos acidos nucléicos por meio do programa ND-1000 que
acompanha o aparelho. Para cada 3ug de RNA, foram usados 0,8ul da enzima DNAse
(1U/ul; Promega, Madison, WI, USA). Apos incubagdo a temperatura ambiente por 15 min,
foi adicionado 1 puL de EDTA (25mM) e a solucdo foi incubada a 65°C por 15 min. Apos
esse periodo, as amostras foram resfriadas a -20°C por 1 min. Foi adicionado 1pl de
oligonucleotideos ricos em timina (Oligo dT) e as amostras foram incubadas a 70 °C por 10
min. Apos esta etapa, a solugdo foi resfriada a -20°C por 5 min. A etapa final de sintese do

DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando-se 1pL da enzima transcriptase
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reversa (5U/ml, Invitrogen, CA, USA), tampédo 2x (50mM KCI, 20nM Tris-HCI pH 8,4)
(Invitrogen, CA, USA), MgCl, a 2,4mM (Invitrogen, CA, USA) e dATP, dTTP, dCTP e
dGTP (Invitrogen, CA, USA) a 0,2mM finais, resultando em um volume final de 20ul. A
solucdo foi incubada a 25°C por 5 min, seguida de incubacdo a 42°C por 60 min e,

posteriormente, incubacdo a 70°C por 10 min.

A integridade dos cDNAs foi verificada por meio da amplificagio do gene
constitutivo gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Para esta reacdo, 3,5ul do
cDNA recém-sintetizado foram adicionados a uma solugéo final de 20ul com as seguintes
quantidades: iniciadores a 0,2uM; dATP, dTTP, dCTP e dGTP a 0,2mM finais; solugdo
tampéo 1x (50mM KCI, 20nM Tris-HCI pH 8,4) (Invitrogen, CA, USA), MgCl; a 2,5mM
(Invitrogen, CA, USA), 1U de Tag-polimerase (Tag DNA Polymerase; Invitrogen, CA,
USA). A reacdo de RT-PCR foi realizada em um termociclador PCR-System 9700
(Geneamp®, Applied Biosystems, CA, USA), onde os perfis térmicos da reagdo seguiram
as seguintes condigdes: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 1 min, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 seg, temperatura e tempo de anelamento de 60°C por 30 seg,
extensdo a 72°C por 45 seg. Depois de amplificados, os produtos de PCR foram
visualizados através de gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e,
posteriormente, visualizados com o auxilio da luz ultravioleta, conforme representado na

Figura 5.4.

426pb

Figura 5.4. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio para visualizacdo da regido
amplificada do GAPDH. (1-5) Amostras de casos com banda amplificada; (PM) Padrao de

peso molecular de 100nb. Ph. pares de bases.
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5.4.5 Reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)

A deteccdo dos transcritos alternativos por RT-PCR foi realizada em amostras com
RNA integro. Para esta reagdo, 5ul do cDNA recém-sintetizado foram adicionados a uma
solugdo final de 20ul com as seguintes concentracdes: 1,25X de solugdo tampédo (50mM
KCI, 20nM Tris-HCI pH 8,4) (Invitrogen, CA, USA), 1,9mM de MgCl; (Invitrogen, CA,
USA), 0,25mM de dNTP, 0,4U de Tag-polimerase (Tag DNA Polymerase; Invitrogen, CA,
USA), 0,75uM do iniciador GATAL S1 e 0,75uM do iniciador GATA1 AS1 (KANEZAKI
et al., 2010; Xu et al., 2003). A reacdo de RT-PCR foi realizada em um termociclador
PCR-System 9700 (Geneamp®, Applied Biosystems, CA, USA), onde os perfis térmicos
da reacéo seguiram as seguintes condi¢des: uma etapa inicial de desnaturacéo a 94°C por 5
min, 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 seg, temperatura e tempo de anelamento de
68°C por 30 seg, extensdo a 72°C por 1min, seguida por extensdo final a 72°C por 5 min.
Depois de amplificados, os produtos de PCR foram visualizados através de gel de agarose
1,5% corado com brometo de etidio e, posteriormente, visualizados com o auxilio da luz

ultravioleta (imagem disponivel no item 6.1.4.3, na Figura 6.4).

5.4.6 Quantificacdo dos transcritos alternativos

A expressdo do mRNA foram calculados por meio das analises densitométricas do
RT-PCR pelo programa Scion Image (Scion Corporation, USA) Foram identificados os
produtos de PCR com e sem éxon 2 (Ex (+) e Ex (-), respectivamente) e calculado uma
razdo: Ex (-)/Ex (+), conforme Kanezaki et al., 2010.
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5.5 METODO ESTATISTICO

A analise descritiva das variaveis foi realizada em duas etapas: a primeira univariada
por meio da descricdo de frequéncias; a segunda bivariada por meio das comparagdes dos
parametros dos pacientes por meio do teste de qui-quadrado (X?) ou teste exato de Fisher,
conforme indicado. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados para indicar
associacOes estatisticamente significantes. A SG e SLE foram estimadas pelo método de
Kaplan-Meier. A SG foi calculada a partir da data do diagnostico até a data da morte por
qualquer causa, e a SLE foi calculada a partir da data do diagndstico até adata do
ultimo seguimento sem doenca, recorréncia ou morte por qualquer causa. SG e SLE foram
estimadas em 5 anos e intervalos de confianca (IC) de 95% (1C95) foram calculados. As
curvas de sobrevida foram comparadas pelo teste Log-rank. Os dados foram analisados por
meio do pacote Statistical package for social sciences (SPSS Inc, Chicago, IL, USA),

versao 18.0

5.6 COMITE DE ETICA E PESQUISA
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de

Cancer José Alencar Gomes da Silva - CEP-INCA, sob o numero CAAE:
05882712.0.0000.5274 e nimero do parecer: 181.947 (ANEXO C).

41



6. RESULTADOS

6.1. ANALISES DESCRITIVA

Foram incluidos neste estudo 97 pacientes diagnosticados como TAM ou LMA, sendo 08
pacientes entre os anos de 2000 e 2002, 22 casos entre 2003 a 2005, 34 casos entre 2006 a 2009, 33
casos entre 2010 a 2014, conforme ilustrado na Figura 6.1. A média foi de 6,0 casos por ano. Os dois
picos de frequéncia elevados observados na figura nos anos de 2003 a 2009 podem ser
correspondentes a demanda e parcerias com instituicfes brasileiras especializadas em diagndstico e
tratamento em oncologia pediatrica e pelo recrutamento de casos/amostras para 0s estudos
relacionados a identificagdo de mutagdo no gene GATAL no laboratério (MAGALHAES et al.,
2006; AMORIM et al., 2009).

[y = [
N > [e)}

[ERN
o

& (o)}

Frequéncia (nUmero de casos)
N o0

o

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Ano do diagnéstico

Figura 6.1. Frequéncia de casos de TAM ou LMA por ano encaminhados ao Programa de
Hematologia e Oncologia Pediatricos, CPg no periodo de janeiro de 2000 a janeiro de
2014,
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6.1.1. Procedéncia dos casos de acordo com regido

A maioria dos casos foi da regido Sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo) com 40 casos, seguida
das regides Centro Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul) com 24 casos,
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco) com 22 casos e Sul (Parana, Rio Grande do

Sul, Santa Catarina) com 11 casos, conforme ilustrado na Figura 6.2.
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Regibes geograficas
Figura 6.2. Frequéncia de casos de TAM ou LMA por regido do Brasil, 2000-2014.

6.1.2. Caracteristicas demogréficas e clinicas

As caracteristicas demograficas e clinicas ao diagnostico dos casos analisados estdo representadas
na Tabela 6.1. Foi observada mediana de idade de 15,7 meses (aproximadamente 1 ano e 3
meses) e as idades variaram entre 0,1 e 56,9 meses. Houve predominancia de 31 (35,1%) casos
na faixa etaria menor ou igual a 3 meses, seguida de 56 (57,7%) casos na faixa etéria entre 4 e 12
meses ao diagndstico. Em relagdo ao sexo, foi observado discreto predominio de casos do sexo
masculino (56,7%). Os relatos de cardiopatia congénita foram homogéneos. A maioria dos
pacientes analisados (71,1%) foram declarados pelos responsaveis como sendo da raga/cor da
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pele branca. Em relacéo as caracteristicas clinicas iniciais, foram observadas maiores frequéncias

de hepatomegalia (70,1%) e esplenomegalia (63,9%).

Tabela 6.1. Caracteristicas demograficas e clinicas de 97 criangas diagnosticadas com TAM ou
LMA, Brasil 2000-2014

Caracteristicas No. de pacientes (%)
Idade (meses)

<3 34 (35,1)

4al2 07 (07,2)

>12 56 (57,7)
Género

Masculino 55 (56,7)

Feminino 42 (43,3)
Cor da pele

Branca 69 (71,1)

Né&o branca 28 (28,9)
Cardiopatia congénita

Sim 49 (50,5)

Né&o 48 (49,5)
Hepatomegalia

Sim 68 (70,1)

Né&o 29 (29,9)
Esplenomegalia

Sim 62 (63,9)

Né&o 35 (36,1)
Linfonodomegalia

Sim 11 (11,3)

Né&o 86 (88,7)
Leucemia “cutis”/cloroma

Sim 03 (3,1)

Né&o 94 (96,9)

n, nimero total de pacientes.

6.1.3. Caracteristicas bioldgicas e imunofenotipicas

Em relagdo as caracteristicas laboratoriais, a contagem de células brancas (leucometria)
variou entre 1,8 e 219 x10%I com a mediana de 13,3 x10%1; o nivel de hematdcrito entre 4 e 58%

com mediana de 27; a hemoglobina entre 2,1 a 57,0 g/dL com mediana de 9,0; e o de plaguetas
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entre 7,0 e 490 x10%1 com mediana de 36; a contagem absoluta de blastos variou de acordo com a
mediana de 39. A andlise morfoldgica e imunofenotipica por citometria de fluxo foi realizada em
todos os casos e permitiu a classificacdo de acordo com os critérios FAB. Entre os subtipos de
linhagem  encontrados, o mais frequente (92,8%) foi o de linhagem
megacarioblastica/megacariocitica (LMA-M7). As linhagens de LMA minimamente diferenciada
(LMA-MQ), com maturacdo granulocitica (LMA-M2), monocitica/monobléastica (LMA-M5) e
eritroleucemia (LMA-M6) representarem 7,2% da populacdo estudada. Conforme a classificacéo
WHO para proliferacdes mieloides em SD, obteve-se uma frequéncia de 35,1% dos casos
diagnosticados com TAM e 64,9% com LMA. Houve relato de TAM com evolugéo para LM-SD
em 33,3% dos casos, sendo que em 8,9% n&o foi observada essa evolucdo, pois estes pacientes
ndo foram inicialmente acompanhados pela instituicdo de tratamento/envio de amostra (Tabela
6.2).

Tabela 6.2. Caracteristicas bioldgicas e imunofenotipicas de 97 criangas diagnosticadas com
TAM ou LMA, Brasil 2000-2014

Caracteristicas No. de pacientes (%)
Subtipo imunofenotipico (FAB)
M7 90 (92,8)
Outros 7(7,2)
Diagnéstico (WHO)
TAM 34 (35,1)
LMA (MO0-M7) 63 (64,9)
Evolucédo para LM-SD*
Sim 30 (33,3)
Né&o 52 (57,8)
Sem informagao 8(8,9)

n, nimero total de pacientes; LMA, leucemia mieloide aguda; TAM, mielopoese anormal
transitéria. *TAM com evolucdo para leucemia mieloide da sindrome de Down.
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6.1.4. AlteracOes moleculares

6.1.4.1 Identificacdo das mutagdes

As mutagdes somaticas no gene GATAL foram testadas em 70 (77,8%) dos 90 pacientes
com M7. Em 22,2% dos casos ndo puderam ser identificados por indisponibilidade ou insuficiéncia
de amostra. Encontrado 52 (74,3%) de mutacdo no GATAL apds a conclusdo das andlises dos
sequenciamentos nos casos testados. As caracteristicas das mutagdes somaticas no éxon 2 do
gene GATAL estdo descritas no Apéndice D. Em geral, a frequéncia de mutagdes no GATAL de
acordo com a regido génica variou (Figura 6.3), porém 4 pacientes apresentaram a mutacao
€.90 91delAG, e 2 pacientes apresentaram ¢.201G>A (p.E67E).
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Figura 6.3. Ilustracao das posicdes e tipos de mutagdes do GATAI em 52 casos com TAM
ou LMA. A) Diagrama esquematico do GATA I mostrando as posi¢des e tipos de mutagdes
no éxon 2, sendo que cada tridngulo representa um paciente; B) Frequéncia dos tipos de

mutagoes em TAM ¢ LMA-M7.
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6.1.4.2 ldentificacéo e classificagdo do tipo de mutagédo

A identificacdo das mutacdes pelo sequenciamento do éxon 2 permitiu sua classificacdo
em trés categorias de acordo com a localizacdo: 1) Perda da primeira metionina; 2) Erro de
splicing; 3) Codon de terminagdo precoce (PTC). Este ultimo foi classificado em 02 subgrupos:
a) PTC 1, antes da metionina 84 (PTC1-3'e PTC 1-5); b) PTC 2 ap6s a metionina 84. O tipo de
mutacdo mais frequente foi PTC 1-5' em 23 casos, seguido do PTC 2 em 13, PTC1-3' em 5, erro
de splicing em 3 e perda da primeira metionina em 1 (Figura 6.3). Nao foi possivel identificacéo

do tipo de mutacdo para 7 (7,2%) casos.
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o
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PTC1-5" PTC1-3' PTC2 Erro de Perda da 12
splicing metionina

Figura 6.4. Frequéncia do tipo de mutacdes do GATAL de acordo com a localizagdo de 45
casos com TAM ou LMA, Brasil 2000-2014. Excluido 7 casos, cuja localizacdo ndo foi

identificada.

6.1.4.3 Classificacdo do perfil de expressdo dos transcritos génicos do GATAL

Posterior a identificacdo do tipo de mutagdo conforme sua localiza¢cdo no éxon 2, foi
realizada analise quantitativa ap6s RT-PCR por meio de oligonucleotideos especificos, conforme

descritos no Apéndice E. Esta analise permitiu a classificacdo do perfil de expressdo dos

48



transcritos génicos do GATAL. Para isto, foram testadas 32 amostras. Devido a restricdo de
disponibilidade e acessibilidade de RNA das amostras, nem todos 0s 52 casos com GATAl

mutado foram avaliados para a expressao dos transcritos.

Nesta analise, foi observado que o tipo de mutacdo afeta a quantidade de expressdo dos
transcritos (Figura 6.5). Os pacientes com erro de splicing e PTC1-3' apresentaram maiores niveis
de expressdo, enquanto PTC 1-5' e PTC 2 apresentaram menores niveis de expressdo. A
expressao do PTC 1-5' teve mediana de 1,0 (variou de 1-3); PTC 1-3” mediana de 10,5 (variou de
9-17); PTC 2 mediana de 3,0 (variou de 1-6); e Erro de splicing mediana de 11,0 (variou de 9-
17). Perda da primeira metionina foi encontrada somente em um caso, mas devido a

indisponibilidade de amostra ndo foi realizada analise para identificacdo do perfil de expressao.
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Figura 6.5. llustracdo do RT-PCR de células blasticas de TAM ou LMA com GATA1 mutado. As
amostras testadas obedecem a ordem por tipo de mutacdo: 1 a 13 mutacdo tipo PTC 1-5°; 14 a 17

mutacéo tipo PTC 1-3’; 18 a 26 mutagao tipo PTC 2; ¢ 27 a 29 erro de splicing; 30, controle
(K562).
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6.1.5. Tratamento quimioterapico e evolucdo da doenca

Nesta série de casos com LMA ou TAM, 66 (68,0%) pacientes receberam tratamento
quimioterapico sisttmico de acordo com protocolos vigentes. Destes, trés neonatos com TAM
receberam unicamente ARA-C subcutianeo. Os protocolos de terapia “AML-BFM 2004
INTERIM” para o tratamento de Leucemia Mieloide Aguda em criangas e adolescentes e BFM
(1983, 1986, 1987, 1995, 1998 e 2002) foram os mais utilizados (53,0%), seguidos do “POG
Study 9421 (27,3%), protocolo especial para pacientes com LMA e SD. Foram observadas
remissao clinica inicial em 78,3% dos casos, resposta completa em 67,3% e recorréncia de
leucemia em 11,1%. Todos os pacientes com TAM apresentaram remissdo clinica espontanea e
quatro evoluiram para Obito em decorréncia de infeccdo ou de complicacdes pos-cirurgia
cardiaca. Morte ocorreu em 53,6%, com morte precoce (< 6 meses do diagndstico) em 29,9% dos
casos, principalmente na fase de inducdo de remissdo (39,0%) devido a aplasia grave com
consequente septicemia em 73,2% dos casos (Tabela 6.3). Uma das criancas com LMA-M7 foi
tratada como LLA, evoluindo a obito apds 13 dias de inicio da inducdo por aplasia severa e
consequente septicemia. O TMO foi realizado somente em um de 71 casos com LMA. Esta
crianga apresentava GATAL mutado ao diagndéstico. Ao seguimento, se encontrava viva, porém

ainda mantém doenca residual minima (0,3% de blastos em fevereiro/2014).

50



Tabela 6.3. Caracteristicas relacionadas ao tratamento quimioterapico e evolucéo da doenca de 97
criangas diagnosticadas com TAM ou LMA, Brasil 2000-2014

Caracteristicas No. de pacientes (%)
Tratamento quimioterapico
Sim 66 (68,0)
Né&o 26 (26,8)
Sem informacéo 5(5,2)
Protocolo de tratamento
BFM 35 (53,0)
POG 18 (27,3)
Outros 12 (18,2)
Sem informacéo 1(1,5)
Remissdo clinica inicial
Sim 47 (78,3)
Né&o 5(8,3)
Sem informacéo 8 (13,3)
Resposta ao tratamento
Completa 37 (67,3)
Parcial 5(9,1)
Falha 5(9,1)
Sem informacéo 8 (14,5)
Recaida
Sim 5(11,1)
Né&o 32 (71,1)
Sem informagéo 8 (17,8)
Status
Vivo 52 (53,6)
Morto 41 (42,3)
Sem informagé&o 4 (4,1)
Morte Precoce
Sim 29 (29,9)
Né&o 64 (66,0)
Sem informagé&o 4 (4,1)
Momento do 6bito
Pré-terapia 8 (19,5)
Inducéo 16 (39,0)
Intensificacdo 7(17,1)
Pds-terapia 7(17,1)
Sem informacéo 3(7,3)
Causa do 6bito
Toxicidade 30 (73,2)
Progresséo de doenca 7(17,1)
Outros* 4 (9,8)

n, nimero total de pacientes.* Um caso evoluiu a ébito por
broncoaspiracao e trés por complicacdes pds-cirurgia cardiaca.
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Em relagdo as doses de ARA-C e dos Antraciclicos (doxorrubicina, adriamicina ou
idarrubicina), principais drogas utilizadas no tratamento da leucemia mieloide em pacientes com
e sem SD, os médicos relataram reducao de dose em somente 32,0% dos casos para ARA-C e
42,3% para os antraciclicos, sendo que em 1,0% dos casos ndo foram obtidas estas informagdes.
A dose de Ara-C variou de 40 a 46.500 mg/m? (ou kilograma de peso) com mediana de 3.740 e a
dose dos Antraciclicos variou de 6 a 390 mg/m? (ou kilograma de peso) com mediana de 57. As
ilustracGes dos esquemas terapéuticos de pacientes tratados com os protocolos mais utilizados
estdo representados no APENDICE F. Os relatos de toxicidade relacionadas ao regime
terapéutico durante a fase de inducéo e intensificacdo/consolidacdo dos casos analisados estéo
representados na Tabela 6.4.

Tabela 6.4. Toxicidade durante a fase de inducdo e intensificacdo de 66 criancas diagnosticadas

com LMA e submetidas ao tratamento quimioterapico sistémico, Brasil, 2000-2014

Sitio de toxicidade Inducéo, n (%) Intensificagéo, n (%)
Cardiaca
Sim 1(1,5) 4 (8,0)
Né&o/ignorado¥ 62 (93,9) 43 (86,0)
Sem informagéo 3(4,5) 3(6,0)
Gastrointestinal
Sim 20 (30,3) 22 (44,0)
Né&o/ignorado¥ 43 (65,2) 25 (50,0)
Sem informagéo 3(4,5) 3(6,0)
Hematoldgica
Sim 54 (81,8) 36 (72,0)
Né&o/ignorado¥ 9 (13,6) 11 (22,0)
Sem informagéo 3(4,5) 3(6,0)
Outros
Sim* 0 (0,0) 2 (4,0)
Né&o/ignorado¥ 0 (0,0) 45 (90,0)
Sem informagéo 0 (0,0) 3(6,0)

n, numero total de pacientes. ¥Nao encontrado relado nos prontuarios hospitalares. *Um com
toxicidade dermatologica (rash cutaneo) e um com toxicidade neurologica.
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6.2. ANALISES DE ASSOCIACAO

6.2.1 Comparacao entre as duas categorias diagndsticas

Foram comparadas as criangas diagnosticadas com TAM e LMA, conforme representado na
Tabela 6.5. Para as caracteristicas demograficas e clinicas obteve-se uma distribuicdo similar e
sem diferencas estatisticamente significantes entre os dois tipos de diagnosticos, exceto para a
idade (p< 0,001). O sexo masculino representando 58,8% de TAM e 55,6% dos casos de LMA, e
0 sexo feminino 41,2% e 44,8%, respectivamente. Em relacdo a cor da pele, houve
predominancia da cor branca para ambos os diagnosticos, com discreto aumento para LMA
(74,6%) comparado com TAM (64,7%). Em aproximadamente metade das criangas houve relato
de cardiopatia congénita ao diagnostico. Na apresentacdo clinica inicial, foi observado também
discreto aumento na frequéncia nos pacientes com LMA com hepatomegalia (76,2%),
esplenomegalia (68,3%) e linfonodomegalia (14,3%) comparado com 58,8%, 55,9% e 5,9% nos
casos com TAM, respectivamente. Leucemia “cutis”/cloroma foi observada somente em 4,8%
dos casos de LMA, nédo sendo encontrado relato em TAM. Mutacdo no GATA1 foi mais frequente
em TAM (p=0,019). A abordagem terapéutica adequada foi mais observada nos pacientes com
TAM (90,3%) que nos pacientes com LMA (44,1%) de sendo essas diferencas estatisticamente
significantes (p<0,001).

Ao seguimento, foi identificado que 74,2% dos casos de TAM estavam vivos, enquanto
46,8% dos casos de LMA evoluiram a ébito (p= 0,012). Apenas cinco criancas foram seguidas
por menos de 15 dias, e destas uma recebeu quimioterapia. E em relacdo ao tempo para o 6bito,
22,6% as criangcas com TAM morreram em até 6 meses apos o diagnostico, enquanto 35,5% de
LMA. Além disso, 75% das criancas com TAM morreram antes do inicio da terapia, enquanto a

maioria das criancas (93,3%) com LMA morreram durante ou pos-terapia, (p= 0,001).

Em relagdo as caracteristicas laboratoriais, foram observadas diferengas estatisticamente
significantes nos casos TAM e LMA para leucometria que variou de 4,6 a 95 x10%I (mediana=
281) e 2,3 a 217 x10%1 (mediana= 105) (p=0,004); niveis de hematdcrito de 4 a 58% (mediana=
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38) e 11 a 51% (mediana= 26) (p=0,002); niveis de hemoglobina de 5,4g/dL a 19 (mediana= 12)
e 3,8 a 57g/dL (mediana 8) (p=0,001); e plaquetas de 16 a 490 x10%I (mediana= 79) e 7 a 255

x10%/I (mediana= 35) (p=0,005), respectivamente. Para a contagem absoluta de blastos néo houve

diferencas estatisticamente significantes (p= 0,872).

Tabela 6.5. Fatores associados ao diagnostico de 34 neonatos com TAM versus 63 criangas com

LMA, Brasil 2000- 2014

Caracteristicas TAM, N (%) LMA, N (%) RR (I1C 95%) p-Valor

Idade (meses)
<3 34 (100,0) 0 (0,0) ND <0,001
>3 0 (0,0) 63 (100,0)

Género
Masculino 20 (58,8) 35 (55,6) 0,9 (0,7-1,2) 0,757
Feminino 14 (41,2) 28 (44,4)

Cor da pele
Branca 22 (64,7) 47 (74,6) 1,1(0,8-1,7) 0,305
N&o branca 12 (35,3) 16 (25,4)

Cardiopatia congénita
Sim 15 (44,1) 34 (54,0) 1,1 (0,8-1,5) 0,355
Né&o 19 (55,9) 29 (46,0)

Hepatomegalia
Sim 20 (58,8) 48 (76,2) 1,3 (0,9-2,0) 0,075
N4o 14 (41,2) 15 (23,8)

Esplenomegalia
Sim 19 (55,9) 43 (68,3) 1,2 (0,9-1,7) 0,226
Né&o 15 (44,1) 20 (31,7)

Linfonodomegalia
Sim 2(5,9) 9 (14,3) 1,3(0,9-1,7) 0,319
Né&o 32 (94,1) 54 (85,7)

Leucemia‘“cutis”/cloroma
Sim 0 (0,0) 3(4,8) 1,3 (1,2-1,5) 0,562
Né&o 34 (100,0) 60 (95,2)

Mutacdo GATA1L
Mutado 25 (89,3) 27 (64,3) 0,6 (0,4-0,8) 0,019
Selvagem 3(10,7) 15 (35,7)

PTC 1-5°
Sim 9 (40,9) 14 (60,9) 1,4 (0,8-2,7) 0,181
Né&o 13 (59,1) 9(39,1)

PTC 1-3°
Sim 3(13,6) 2(8,7) 0,7 (0,2-2,3) 0,665
Né&o 19 (86,4) 21 (91,3)

PTC?2
Sim 8 (36,4) 5(21,7) 0,6 (0,3-1,4) 0,279
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Né&o 14 (63,6) 18 (78,3)
Erro de splicing

Sim 2(9,1) 1(4,3) 0,6 (0,1-3,2) 0,608
Né&o 20 (90,9) 22 (95,7)

Tratamento

quimioterapico
Sim 7 (22,6) 59 (96,7) 11,6 (3,0-44,1) <0,001
Né&o 24 (77,4) 2 (3,3)

Tratamento
Adequado 28 (90,3) 26 (44,1) 0,5 (0,4-0,7) <0,001
Inadequado 3(9,7) 33 (55,9)

Recaida
Sim 0(0,0) 5 (15,2) ND 1,000
Né&o 4 (100,0) 28 (84,8)

Status
Vivo 23 (74,2) 29 (46,8) 0,7 (0,5-0,9) 0,012
Morto 8 (25,8) 33(53,2)

Morte precoce
Sim 7 (22,6) 22 (35,5) 1,2 (0,9-1,6) 0,205
N4o 24 (77,4) 40 (64,5)

Momento do 6bito
Pré-terapia 6 (75,0) 2 (6,7) 0,3 (0,1-0,8) <0,001
Durante ou Pos-terapia 2 (25,0) 28 (93,3)

n, nimero total de pacientes; ND, ndo disponivel. LMA, leucemia mieloide aguda; TAM,
mielopoese anormal transitoria. Em negrito valores estatisticamente significantes.
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6.2.2 Andlises dos casos de acordo com a evolugao da LM-SD

Foram comparadas as criangas que evoluiram para LM-SD versus as que ndo evoluiram,
conforme representado na Tabela 6.6. As caracteristicas clinicas e demograficas néo
demonstraram diferencas estatisticamente significantes entre ambos. No entanto, em relacdo as
caracteristicas moleculares, foi observado risco 2,7 vezes maior nos casos com mutagdo no
GATA1 (p=0,030) naqueles que evoluiram para LM-SD. Além disso, ao analisar a associacdo do
tipo de mutacdo, foi observado que de 21 pacientes, 15 (75,0%) com mutacdo tipo PTC 1-5°
desenvolveram leucemia. Esta diferenca foi estatisticamente significante com RR=3,0. Além
disso, foi observado que de 13 pacientes com mutacdo tipo PTC 2 apenas trés (13,6%)
desenvolveram LM-SD. Esta diferenga foi estatisticamente significante como fator provavel de
protecdo [RR=0,4; 1C95%: 0,1-1,1; p=0,033]. Nao foi observada diferenca estatisticamente

significante para mutacao tipo PTC 1-3’ e erro de splicing.
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Tabela 6.6. Fatores associados a evolucdo para LM-SD em criangas com imunofenétipo M7,
Brasil 2000-2014

Com evolugéo para  Sem evolugdo para

Caracteristicas LM-SD, N (%) LM-SD, N (%) RR (IC 95%) p-Valor

Género
Masculino 16 (53,3) 31 (59,6) 0,8 (0,5-1,5) 0,580
Feminino 14 (46,7) 21 (40,4)

Cor da pele
Branca 20 (66,7) 40 (76,9) 0,7 (0,4-1,3) 0,438
N&o branca 10 (33,3) 12 (23,1)

Leucometria
<100 27 (90,0) 48 (94,1) 0,7 (0,3-1,6) 0,665
>100 3(10,0) 35,9

Plaquetas
<100 21 (80,8) 42 (85,7) 0,8 (0,4-1,7) 0,742
>100 5(19,2) 7 (14,3)

Hepatomegalia
Sim 22 (73,3) 38 (73,1) 1,0 (0,5-1,9) 0,980
Né&o 8 (26,7) 14 (26,9)

Esplenomegalia
Sim 21 (70,0) 33 (63,5) 1,2 (0,6-2,2) 0,548
Né&o 9 (30,0) 19 (36,5)

Mutagdo GATA1L
Mutado 22 (88,0) 26 (63,4) 2,7 (1,0-8,0) 0,030
Selvagem 3(12,0) 15 (36,6)

Mutacdo PTC 1-5°
Sim 15 (75,0) 6 (27,3) 3,0 (1,3-6,7) 0,002
Né&o 5 (25,0) 16 (72,7)

Mutagédo PTC 1-3’
Sim 1 (5,0) 3(13,6) 0,5(0,1-2,8) 0,608
Né&o 19 (95,0) 19 (86,4)

Mutacdo PTC 2
Sim 3 (15,0) 10 (45,5) 0,4 (0,1-1,1) 0,033
Né&o 17 (85,0) 12 (54,5)

Mutacéo Erro de

splicing
Sim 1(5,0) 2(9,1) 0,7 (0,1-3,5) 1,000
Né&o 19 (95,0) 20 (90,9)

n, nimero total de pacientes. LMA, leucemia mieloide aguda; PTC 1, antes da metionina 84
(PTC 1-3° ¢ PTC 1-5°); PTC 2, apés a metionina 84. Em negrito valores estatisticamente
significantes.
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6.2.3 Andlise dos casos de acordo com os tipos de mutacéo

Conforme observado no item 6.1.4 na Figura 6.4, o tipo de mutacdo afeta a quantidade de
expressao dos transcritos. Os tipos de mutacdo erro de splicing e PTC1-3' apresentam maiores
niveis de expressdo, enquanto PTC 1-5'e PTC 2 apresentam menores niveis de expressdo. Foram
analisados os fatores associados com 0s tipos de mutagdo com menores (PTC 1-5'e PTC 2) versus
maiores niveis de expressdo (erro de splicing e PTC1-3") das criangas diagnosticadas com TAM e
LMA. Nenhum fator clinico, demogréfico ou biolégico se mostrou estatisticamente significante
(APENDICE G). Entretanto, ao realizar o teste ndo paramétrico “Mann-Whitney U” para as
varidveis numéricas como caracteristicas laboratoriais, idade (expressa em més), tempo até a
remissdo e doses cumulativas das drogas utilizadas no tratamento quimioterapico, foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa somente para o tempo até remitir para tipos de mutacéo
com menores (PTC 1-5'e PTC 2) versus maiores niveis de expressdo (erro de splicing e PTC1-
3") (p=0,047). Os tipos de mutacdo com maiores niveis de expressdo apresentam menor tempo de
remissdo com mediana de 9 dias (p=0,047) enquanto que os tipos de mutacdo com menores

niveis de expressdo apresentam mediana de 31,5 dias (p=0,075) (Tabela 6.7)

Tabela 6.7. Fatores associados ao tipo de mutacdo e niveis de expressdo dos transcritos génicos
do GATAL de 45 criangas com TAM ou LMA, Brasil 2000-2014

PTC 1-5° Erro de splicing
Caracteristicas ePTC2 e PTC 1-3°
Mediana (Min-Max) Mediana (Min-Max)  p-Valor
Idade (més) 18,4 (0,1-32) 12,0 (0,4-33,5) 0,867
Leucometria (10x°/1) 14,3 (3,3-150) 29,0 (3-90,7) 0,338
Hemoglobina (g/dL) 6,7 (5,7-9,2) 6,0 (5-17) 1,000
Blastos (%) 68,0 (0-99) 86,0 (48-90) 0,089
Hematdcrito (%) 19,6 (17-28) 19,0 (15-48) 0,712
Plaqueta (10x°/1) 21,2 (10-45) 30,0 (10-188) 0,278
Tempo até remitir (dia) 31,5 (11-169) 9,0 (8-21) 0,047
Dose de ARA-C (mg/kg) 7,6 (1,4-45) 16,0 (900-46,5) 0,424
Dose de Antraciclicos (mg/kg ) 36,0 (20-210) 39,0 (24-50) 0,344

PTC 1, antes da metionina 84 (PTC 1-3’ ¢ PTC 1-5”); PTC 2, apds a metionina 84. Em negrito
valores estatisticamente significantes.
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6.2.4 Analises dos casos de acordo com a letalidade

Foram analisados os fatores associados ao Obito das criancas diagnosticadas com TAM e
LMA, conforme representado nas Tabelas 6.8 e 6.9. Foi observada diferenca estatisticamente
significante nos pacientes diagnosticados com TAM para a variavel cardiopatia congénita
(p=0,043). Para LMA, nenhum fator clinico, demogréfico ou biolégico se mostrou estatisticamente

significante.
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Tabela 6.8. Fatores associados ao 6bito de 31 criangas diagnosticadas com TAM, Brasil 2000-

2014

Caracteristicas Vivo, N (%) Morto, N (%) RR (IC95%)  p-Valor

Género
Masculino 14 (60,9) 5(62,5) 0,9 (0,6-1,5) 1,000
Feminino 9(39,1) 3 (37,5)

Cor da pele
Branca 16 (69,6) 5 (62,5) 1,0 (0,7-1,7) 1,000
N&o branca 7(30,4) 3(37,5)

Cardiopatia congénita
Sim 7 (30,4) 6 (75,0) 0,6 (0,4-1,0) 0,043
Né&o 16 (69,6) 2 (25,0)

Leucometria
<50 14 (60,9) 4 (50,0) 1,1 (0,7-1,7) 0,689
>50 9(39,1) 4 50,0)

Hepatomegalia
Sim 15 (65,2) 4 (50,0) 1,1 (0,7-1,8) 0,676
Né&o 8 (34,8) 4 (50,0)

Esplenomegalia
Sim 14 (60,9) 4 (50,0) 1,2 (0,7-1,7) 0,689
Né&o 9(39,1) 4 (50,0)

Linfonodomegalia
Sim 0 (0,0) 1(12,5) ND 0,258
Né&o 23 (100,0) 7 (87,5)

Mutacdo somética (GATAL)
Mutado 16 (88,9) 6 (85,7) 1,0 (0,5-2,5) 1,000
Selvagem 2(11,1) 1(14,3)

Mutacdo PTC 1-5°
Sim 4 (26,7) 4 (80,0) 0,5(0,3-1,1) 0,109
Né&o 11 (73,3) 1 (20,0)

Mutagédo PTC 1-3’
Sim 2 (13,3) 0 (0,0) ND 1,000
Né&o 13 (86,7) 5 (100,0)

Mutacdo PTC 2
Sim 7 (46,7) 1(20,0) 1,3(0,8-2,1) 0,603
Né&o 8 (53,3) 4 (80,0)

Mutacéo Erro de splicing
Sim 2 (13,3) 0 (0,0) ND 1,000
Né&o 13 (86,7) 5 (100,0)

Tratamento quimioterapico
Adequado 21 (91,3) 7 (87,5) 1,1 (0,5-2,5) 1,000
Inadequado 2 (8,7) 41(12,5)

n, numero total de pacientes; ND, ndo disponivel. PTC 1, antes da metionina 84 (PTC 1-3’ ¢ PTC
1-5%); PTC 2, apds a metionina 84. TAM, mielopoese anormal transitoria.



Tabela 6.9. Fatores associados ao 6bito de 62 criangas diagnosticadas com LMA, Brasil 2000-
2014

Caracteristicas Vivo, N (%)  Morto, N (%) RR (IC 95%) p-Valor

Idade (meses)
<24 21 (72,4) 24 (72,7) 0,9 (0,5-1,8) 0,978
>24 8 (27,6) 9 (27,3)

Género
Masculino 14 (48,3) 21 (63,6) 0,7 (0,4-1,2) 0,224
Feminino 15 (51,7) 12 (36,4)

Cor da pele
Branca 23 (79,3) 23 (69,7) 1,3 (0,6-2,6) 0,388
N&o branca 6 (20,7) 10 (30,3)

Cardiopatia congénita
Sim 15 (51,7) 18 (54,5) 0,9 (0,5-1,6) 0,824
Né&o 14 (48,3) 15 (45,5)

Leucometria
<50 26 (89,7) 31 (93,9) 0,7 (0,4-1,6) 0,658
>50 3(10,3) 2(6,1)

Subtipo imunofenotipico

(FAB)
M7 26 (89,7) 29 (87,9) 1,1 (0,5-2,7) 1,000
Outros 3(10,3) 4(12,1)

Hepatomegalia
Sim 22 (75,9) 25 (75,8) 1,0 (0,5-1,8) 0,992
Né&o 7(24,1) 8 (24,2)

Esplenomegalia
Sim 21 (72,4) 21 (63,6) 1,2 (0,7-2,3) 0,461
Né&o 8 (27,6) 12 (36,4)

Linfonodomegalia
Sim 4 (13,8) 5(15,2) 0,9 (0,4-2,0) 1,000
Né&o 25 (86,2) 28 (84,8)

Leucemia‘“cutis”/cloroma
Sim 3(10,3) 0 (0,0) ND 0,097
Né&o 26 (89,7) 33 (100,0)

Evolucédo para LM-SD*
Sim 11 (45,8) 12 (46,2) 1,0 (0,6-1,8) 0,982
Né&o 13 (54,2) 14 (53,8)

Mutacdo somética (GATAL)
Mutado 13 (59,1) 13 (68,4) 0,8 (0,5-1,5) 0,536
Selvagem 9 (40,9) 6 (31,6)

Mutacdo PTC 1-5°
Sim 7 (63,6) 6 (54,5) 1,2 (0,5-2,9) 1,000
Né&o 4 (36,4) 5 (45,5)

Mutacdo PTC 1-3°
Sim 1(9,1) 1(9,1) 1,0 (0,2-4,2) 1,000
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Né&o 10 (90,9) 10 (90,9)
Mutagédo PTC 2

Sim 3(27,3) 2 (18,2) 1,2 (0,5-3,0) 1,000
Né&o 8(72,7) 9 (81,0)

Mutacéo Erro de splicing
Sim 0 (0,0) 1(9,1) ND 1,000
Né&o 11 (100,0) 10 (90,9)

Tratamento quimioterapico
Adequado 14 (50,0) 12 (38,7) 1,3(0,7-2,1) 0,438
Inadequado 14 (50,0) 19 (61,3)

n, numero total de pacientes; ND, ndo disponivel. LMA, leucemia mieloide aguda. PTC 1, antes
da metionina 84 (PTC 1-3’ ¢ PTC 1-5’); PTC 2, ap6s a metionina 84.*TAM com evolugéo para
leucemia mieloide da sindrome de Down.
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6.2.5 Analises dos casos de acordo com a sobrevivéncia

O tempo de seguimento variou de 01 dia a 13,3 anos, com mediana de 11,2 meses. A SG em
60 meses, foi calculada para todos os casos (Figura 6.6). A mediana ndo foi atingida, visto que mais

de 50% das criangas estavam vivas depois dos 5 anos. Foi observado SG de 52,9% em 60 meses.
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Figura 6.6. Analise de sobrevivéncia em 5 anos entre as duas categorias diagndsticas,

Brasil 2000-2014.
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Quanto ao diagnostico, observou-se que criangas diagnosticadas com TAM apresentaram
melhor curva de sobrevida do que as diagnosticadas com LMA, porém esta diferenca ndo foi
estatisticamente significante (p=0,057) (Figura 6.7). Foi observada mediana de 20,6 (IC 95%:
6,2-34,8) para LMA. A mediana para TAM ndo foi atingida.

100
g0=
+ TAM
g
&0
=
=
(&
g + LMA
E 407
2
=
[
20-
0- p= 0,057
1 | I 1 I 1 1
0 10 20 30 40 a0 &0

Tempo (meses)

Figura 6.7. Analise de sobrevivéncia em 5 anos de casos de TAM ou LMA, Brasil 2000-
2014.
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Os percentuais de pacientes vivos em 60 meses foram estimados, conforme as variaveis
demograficas, bioldgicas e clinicas dos casos com LMA. Foram observadas diferengas
clinicamente importantes, mas ndo estatisticamente significantes para: idade ao diagnostico, cor
da pele, leucometria, hepatomegalia, TAM com evolucdo para LM-SD e tratamento adequado
(Tabela 6.11). A auséncia de significAncia estatistica se deve provavelmente, a pequena
quantidade de pacientes estudada.

Os valores de sobrevida em 2 e 5 anos séo praticamente idénticos, ja que houve apenas um 0bito

apos 24 meses (Apéndice H).
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Tabela 6.10. Analise de sobrevida em 5 anos de 69 criancas diagnosticadas com LMA, Brasil
2000-2014

Total, N/ Sobrevida em 5 anos,
Caracteristicas Eventos, N Mediana (IC 95%) p-Valor

Idade (meses)
<24 45/23 20,6 (7,8-33,3) 0,705
>24 17/9 6,0 (ND)

Género
Masculino 35/21 12,1 (6,2-18,0) 0,227
Feminino 27/11 ND

Cor da pele
Branca 46/22 20,5 (ND) 0,491
N&o branca 16/10 13,4 (0,0-34,3)

Cardiopatia congénita
Sim 33/17 20,5 (0,0-47,7) 0,779
Né&o 29/15 15,7 (0,0-32,0)

Leucometria
<50 57/30 15,7 (2,0-29,4) 0,773
>50 5/2 ND

Hepatomegalia
Sim 47125 15,7 (0,6-30,9) 0,533
Né&o 15/7 ND

Esplenomegalia
Sim 42/21 15,7 (ND) 0,753
Né&o 20/11 20,6 (0,5-40,6)

Linfonodomegalia
Sim 9/5 23,0 (0,0-63,4) 0,759
Né&o 53/27 20,5 (ND)

Leucemia “cutis”/cloroma*
Sim 3/0 ND 0,121
Né&o 59/32 ND

Mutacdo somatica (GATAL)
Mutado 26/13 15,7 (ND) 0,567
Selvagem 15/6 ND

Mutagédo PTC 1-5°
Sim 13/6 ND 0,988
Né&o 9/5 15,7 (0,0-39,4)

Mutacdo PTC 1-3°
Sim 2/1 6,0 (ND) 0,772
Né&o 20/10 15,7 (ND)

Mutacédo PTC 2
Sim 5/2 ND 0,587
Né&o 17/9 6,0 (ND)

Mutacéo Erro de splicing
Sim 1/1 1,8 (ND) 0,291
Né&o 21/10 15,7 (ND)

Evolucédo para LM-SD*
Sim 23/12 25,3 (ND) 0,632
Né&o 27/14 14,1 (0,0-35,5)
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Tratamento
Adequado 26/12 25,3 (8,3-42,4) 0,715
Inadequado 33/18 13,4 (ND)

n, nimero total de pacientes; ND, ndo disponivel; IC, intervalo de confianca; PTC 1, antes
da metionina 84 (PTC 1-3° ¢ PTC 1-5’); PTC 2, ap6s a metionina 84.*Todos 0S cas0s
foram censurados. *TAM com evolucdo para leucemia mieloide da sindrome de Down.
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7. DISCUSSAO

No Brasil, o percentual de tumores pediatricos observado nos Registros de cancer de
base populacional (RCBP) encontra-se proximo a 3%, sendo estimado cerca de 11.840 casos
novos de cancer em criangas e adolescentes com idade < 19 anos para 0 ano de 2014. Os
registros estimam que as regides que apresentardo os maiores numeros de casos NOVOS Serao
Sudeste (5.600 casos novos) e Nordeste (2.790 casos novos), seguidos pelas regides Sul
(1.350 casos novos), Centro-Oeste (1.280 casos novos) e Norte (820 casos novos). Além
disso, as neoplasias ocuparam a segunda causa de morte em criancas e adolescentes com
2.812 (7%) de O6bitos em 2011, perdendo somente por morte devida causas externas,
configurando-se como a doenca que mais mata (COORDENACAO DE PREVENCAO E
VIGILANCIA, INCA, 2014).

As neoplasias pediatricas na SD ndo tém sido exploradas pelos RCBP neste pais, e
este € o primeiro estudo na populacdo brasileira com SD e TAM ou LMA. Esta coorte trouxe
informagdes relevantes no cenario epidemiolégico-molecular brasileiro, visto que neste
estudo foram acrescidos novos casos de TAM e LMA com e sem mutacdo no gene GATAL,
andlises sobrevida, letalidade, bem como as caracteristicas de tratamento ndo abordadas nos
estudos (MAGALHAES et al., 2006; AMORIM et al., 2009).

As proliferacdes mieloides clonais associadas a SD, como TAM e LMA-M7, tém
caracteristicas clinicas, morfoldgicas e imunofenotipicas distintas das LMASs em criancas sem
SD que justifica sua separacao de outras neoplasias e condutas terapéuticas (MASSEY et al.,
2006; VARDIMAN et al.,, 2009). Devido a semelhanca no fenétipo clinico dessas
proliferacdes mieloides na SD, e por sua vez diferentes das doencas mieloproliferativas de
criancas sem SD, Hasle et al. (2003) propds que uma categoria adicional denominada
leucemia mieloide da SD (LM-SD) fosse incluida na classificacdo proposta pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). O argumento € que criangcas com doencas mieloproliferativas na
SD sdo boas respondedoras aos tratamentos quimioterapicos e apresentam maior sensibilidade

e melhor progndstico (GE et al., 2005).
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Caracteristicas diagnosticas bem definidas para criangas com TAM e LMA-M7 evitam
erros como sub ou super-diagnéstico da doenca, sendo de extrema importancia para a conduta
terapéutica, sobrevida e letalidade. A TAM é uma doenca exclusiva da SD embora casos
esporadicos em ndo-Down tenha sido descritos (MAGALHAES et al., 2005), tem seu inicio
intra-Gtero, e frequentemente sdo diagnosticadas em neonatos em até 3 meses ap0s O
nascimento (WEBB; ROBERTS; VYAS, 2007; MALINGE; IZRAELI; CRISPINO, 2009). A
TAM apresenta-se com caracteristica hepatica devido a hematopoese e, usualmente, é
diagnosticada nos exames de rotina, principalmente pelas frequentes alteracdes cardiacas ou
disturbios importantes que necessitam de monitoramento constante (ROIZEN; PATTERSON,
2003; WEBB; ROBERTS; VYAS, 2007). O quadro clinico-laboratorial-molecular
frequentemente se apresenta com alteracBes cardiopulmonares (derrame pericardico, ascite e
edema pulmonar), alteracbes hepaticas (hepatomegalia, esplenomegalia, fibrose hepatica,
insuficiéncia hepéatica ou ictericia obstrutiva), alteracdes hematoldgicas (leucocitose,
persisténcia de blastos circulantes em SP e plaquetopenia) e alteragdes cutaneas (rash cutaneo
vesicopapular) (WEBB; ROBERTS; VYAS, 2007). Os marcadores megacariociticos (CD41,
CD42, CD61) sdo importantes na caracterizacdo da origem megacariocitica dos blastos
(MASSEY et al., 2006) e mutagdes no GATAL séo os marcadores moleculares (ROBERTS et
al., 2013). Em contrapartida, a LMA-M7 ocorre ap6s o periodo neonatal, usualmente entre 1 e
4 anos de idade (CREUTIZIG et al., 2005). E doenca medular que nio remite sem
quimioterapia (AHMED et al., 2004). Pode ser precedida de TAM (AHMED et al., 2004) nos
casos em que haja permanéncia de clone leucémico latente apds a remissdo espontanea e
aquisicdo de mutacdes gendmicas adicionais ja pré-existentes no GATAL (YOSHIDA et al.,
2013). A morfologia e imunofenotipagem de células blasticas sdo similares a TAM, porém
nos casos analisados por biopsia medular foi demonstrado a presenca de mielofibrose. O
quadro clinico-laboratorial é precedido por fase mielodisplasica, com progressiva anemia e
plaquetopenia (WEBB; ROBERTS; VYAS, 2007).

No estudo presente, 34 neonatos com TAM e 63 criancas com LMA embora
numericamente inferior se comparada aos estudos anteriores que apresentaram uma casuistica
para TAM que variou de 48 a 146 casos (MASSEY et al., 2006; KLUSMANN et al., 2008;
MURAMATSU et al., 2008; KANEZAKI et al., 2010; ALFORD et al., 2011; GAMIS et al.,
2011), e LMA de 103 a 293 casos (GAMIS et al., 2003; CREUTIZIG et al., 2005; ALFORD

et al., 2011; SORREL et al., 2012) sdo bastantes representativos quantos as caracteristicas
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clinicas e laboratoriais corroborando com as discussdes internacionais. Essa diferenca é
compativel com a variagdo na coorte de idade < 20 anos nesses estudos, enquanto neste a
coorte foi < 4anos por ser indicador de melhor progndstico (SORREL et al., 2012). E possivel
que criangas com SD tenham sido sub-diagnosticadas, provavelmente devido ao 6bito precoce
associado as formas mais agressivas da TAM ou sua evolugdo para LM-SD, ou até mesmo
havendo a remissdo espontanea passando despercebidos, nos casos da forma indolente, pelos
profissionais de saude. Sendo assim, apenas 0s pacientes que apresentaram sintomas clinicos
no periodo neonatal foram acompanhados pelos profissionais de salde e consequentemente
incluidos nesta andlise. Outro fato que corrobora esta suposi¢cdo foram 0s nossos achados
nesse estudo. Ao realizar a revisdo dos casos com SD enviados ao laboratério, e informaces
relativas ao desfecho clinico foi observado, que algumas criancas foram erroneamente
classificadas pelas instituicbes de referéncia oncoldgica como TAM. Entre os 20 casos
excluidos nesta analise 12 foram matriculados e acompanhados (com mediana de 28 meses)
por estas instituicdes, porém estas criancas ndo apresentavam nenhuma das caracteristicas
clinicas e biologicas ja abordadas nesta analise, mutacdo no GATAL, e obviamente ndo
evoluiram para LMA. Além disso, 8 de 34 (23,5%) criancas incluidas no estudo como TAM
foram classificadas pelos médicos como LMA, porém apresentavam idade < 3 meses ao
diagndstico. Este estudo respeitou os critérios para classificacdo diagndstica de TAM e LMA
ja descritos, e, portanto analisou estes pacientes com idade < 3 meses ao diagnostico como
TAM.

Em relacdo as caracteristicas demogréaficas, observou-se que idade nos casos de TAM
variou de 1 dia a 3 meses (mediana= 4 dias) e LMA de 3,4 a 56,9 meses (mediana= 20,3
meses) (p<0,001), o que ndo diferiu dos estudos prévios (KLUSMANN et al. 2008; ALFORD
et al., 2011; GAMIS et al. 2011). Em relacdo ao sexo, a discreta predominancia observada
nos casos do sexo masculino também foi compativel com outros estudos (CREUTIZIG et al.,
2005; KANEZAKI et al.,, 2010). A cor da pele no Brasil ou raca para os estudos
internacionais de maior frequéncia foi branca (PINE et al., 2007; SORRELL et al., 2012). Os
relatos de cardiopatia congénita homogéneos neste estudo foram diferentes do relatado por
Klusmann et al. (2008), com 50,5% versus 68,0%, respectivamente. Isto provavelmente é
explicado pelo fato deste pais ndo ter um programa efetivo para triagem neonatal cardiaca na

SD em todas localidades de onde foram extraidos os casos.
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Em relacdo as caracteristicas clinicas e bioldgicas, a maioria das criangas com TAM
ou LMA apresentaram hepatomegalia e esplenomegalia ao diagndstico, sendo rara a presenca
de comprometimento linfonodal, bem como leucemia “cuatis”/cloroma, e estdo em
concordancia com outras frequéncias reportadas, como também o percentual de blastos
(KLUSMANN et al., 2008; ALFORD et al., 2011; ROBERTS et al., 2013). Porém, as
contagens de células brancas e plaquetas apresentaram mediana relativamente inferior (~50%)
aos achados de Massey et al. (2006), Klusmann et al. (2008) e Roberts et al. (2013). O
predominio do imunofen6tipo M7 na SD ja estd bem estabelecido na literatura sendo
reconhecida como entidade bioldgica distinta com caracteristicas proprias (VARDIMAN et
al., 2009). As informacdes de idade gestacional, tipo de parto, peso ao nascimento, apgar no
1° e 5° minuto, idade materna analisadas por Massey et al. (2006) e Klusmann et al. (2008)
fizeram parte das variaveis incluidas no questionario, porém nao foi possivel realizar a analise
estatistica devido auséncia de relato dessas informagfes nos prontuarios das instituicGes de

referéncia.

Analises para identificacdo de mutacdo no GATAL em neonatos com SD sem
manifestacBes clinicas de hemopatias tem encontrado uma frequéncia de mutacdo de
aproximadamente 5 a 10% (ZIPURSKY et al., 2003; ROBERTS et al. 2013). Nesta coorte, a
identificacdo das mutacdes no GATAL foi realizada somente em criangas com evidéncias
clinicas e hematoldgicas de TAM ou LMA-M7. Foram estudadas 70 amostras, por meio da
amplificacdo do éxon 2 do GATAL seguida de sequenciamento direto, encontrando frequéncia
de mutacdo no GATAL em 74,3% ainda é inferior aos estudos realizados com técnicas mais
sensiveis. Os pacientes com TAM apresentaram maior frequéncia de mutacdo do que 0s
pacientes com LMA-M7 (p=0,019). Estudos atuais tém demonstrado similar frequéncia de
mutacdo no GATAL em ambos os diagnosticos (ALFORD et al., 2011; YOSHIDA et al.,
2013). Esta diferenca possivelmente estad relacionada as questBes técnicas, que incluem
limitacdes aos métodos escolhidos associados as caracteristicas das amostras com baixa
proporcdo de células de blasticas presentes nas amostras analisadas. Ahmed et al. (2004)
afirma que a baixa contagem de blastos resulta em uma baixa sensibilidade de deteccéo por

meio do sequenciamento direto.

Alford et al. (2011) também relataram limitacdo no método de detec¢do no GATAL em

16 (12%) pacientes com TAM devido a baixa contagem de blastos. Além disso, estes autores
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analisaram a mutacdo no GATAL em todas as criangas com LMA-M7 com idade < 60 meses
(media 20,2 meses), enquanto nesta analise a mediana de idade para os casos mutados foi de
18,2 meses variando de 0,1 a 34,1 meses. Em relacdo a proporcdo de células blasticas para
identificacdo do GATAL, estes autores relataram o menor limite de blastos de 0,5% para
sucesso na deteccdo de mutagdes. No entanto, um dos pacientes com falha na detecgéo
apresentou 42% de blastos (ALFORD et al., 2011). Posterior a este estudo, Roberts et al.
(2013) observaram que as mutacdes em GATAL detectadas por dHPLC/sequenciamento direto
nos 17 de 200 neonatos identificados apresentavam blastos >10%, o que os fez sugerir para
uma definicdo préatica e sensivel de TAM a presenca de 10% de blastos nos esfregacos

sanguineos e mutagdo no GATAL.

Nesta coorte, as mutacbes do GATAL foram encontradas exclusivamente no éxon 2,
corroborando com os achados que descrevem raros registros de mutagcdes no intron 1 ou 2 e
no éxon 3 do GATAL (RAINIS et al., 2003; PINE et al., 2007; ALFORD et al., 2011). As
posicdes relativas mostradas na Figura 6.2 revelam que as mutacdes por delecdo nos casos de
TAM ou LMA-M7 sdo encontradas na porc¢do inicial e mediana do éxon 2, que as mutacdes
que por duplicacdo, insercdo e substituicdo na por¢do mediana e final do éxon 2. Alford et al.
(2011) encontraram mutacéo por delecdo em todo o éxon 2 com maior frequéncia na porgdo

final, bem como as mutacGes por inser¢éo e duplicacao.

Mutacbes por insercdes, delecbes e duplicacbes no éxon 2 sdo as mais frequentes
reportadas na literatura em ambas TAM e LMA-M7, com frequéncia de 100% (WECHSLER
et al., 2002), 74% (CABELOF et al., 2009) e 78% (ALFORD et al., 2011). Nesta analise, as
mutacdes no GATAL encontradas nos pacientes com LMA-M7 mais frequentes foram por
insercdo (36,4%), delecdo (27,3%), substituicdo (21,2%) e duplicacdo (12,1%), tendo como
consequéncia o cddon de parada prematura favorecendo a expansdo do clone celular. Nos
casos de TAM foi compativel a frequéncia de mutacéo por duplicacdo, insercdo e substituicao
com 26,3% cada, seguido de delegdo (10,5%). Observada diferenca entre os diagnosticos,
sendo menos frequente a delecdo nos casos de TAM e duplicagdo em LMA-M7, ambos com
frequéncia aproximada de 12% cada. Segundo Alford et al. (2011), muta¢6es por substituicdo
sdo raras (1%) e exclusivamente encontradas em TAM. Nesta analise, mutagdes por
substituicdo ndo foram raras e exclusivas de TAM, com frequéncia de 26% em TAM e 21%
em LMA-M7.
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Recentemente, Yoshida et al (2013) analisaram o perfil gendbmico de amostras de
TAM e LMA-M7 com e sem SD, incluindo o sequenciamento completo do genoma ou do
exoma, relatando que a TAM parece ser causada por uma Unica mutacdo no GATAL e
constitutiva trissomia 21, enquanto a subsequente LMA-M7 evolui a partir de um clone pré-
existente de TAM por meio da aquisicdo de mutacOes adicionais ausentes na populagéo
original de TAM, indicando um processo multistep da leucemogénese. A investigacdo de
mutacdes ndo silenciadas por anélise do exoma nas amostras de TAM e LMA-M7 em SD
mostrou que a média de mutacgdes ndo silenciadas em LMA-M7 foi significativamente maior
que TAM, tendo como a alteracdo mais frequente a substituicdo simples de nucleotideo. Entre
as mutacbes adicionais encontradas incluem-se varios componentes coesina (53%) como
RAD21 e STAG2, CTCF (20%), e EZH2 (33%), KANSL1 (em 3 amostras de LMA-M7) e
outros reguladores epigenéticos (45%), bem como as vias de sinalizacdo comuns, tais como
familia JAK quinases (JAK1, JAK2 e JAK3) MPL e SH2B3 (LNK) em 35% das amostras e
multiplos genes da via RAS (47%), como NRAS, KRAS, PTPN11, NF1 e CBL.

Nesta coorte, foi observado que 33,3% dos casos com LMA-M7 apresentaram TAM
no periodo neonatal. A frequéncia na evolucdo para LM-SD nos primeiros 4 anos de vida tem
variado nos estudos entre 13% e 33% (HOMANS, VERISSIMO e VLACHA, 1993; HASLE,
2001; KANEZAKI et al., 2010), com reducao no risco de leucemia subsequente apds 3 anos
de idade (MASSEY et al., 2006). A mediana de idade para o0s pacientes que
subsequentemente evoluiram para LM-SD néo foi diferente dos pacientes sem historico de
evolucdo (p=0,120), bem como a contagem de leucécitos (p=0,621), o que foi compativel
com os achados de Klusmann et al. (2008). Porém, a contagem de plaquetas (>100x10%/L)
associada ao alto risco de evolucdo observada por estes autores, ndo foi observada nesta
coorte (p=0,742). Somente a mutacdo do GATAL foi crucial para esta progressdo (p=0,030).
MutacBes no éxon 2 do GATAL impede a formacao da proteina GATA-1, produzindo apenas a
proteina GATA-1s, caracterizada pela auséncia do éxon 2 e do dominio de ativacdo AD. Em
adicdo a esta caracteristica da GATA-1s, Kanezaki et al. (2010) mostraram que as mutacdes
afetam o nivel de expressdo da proteina truncada nos pacientes com TAM, e as dividiu em 2
grupos conforme o nivel de expressdo estimado de GATA-1s: maior expressdo de GATA-1s
(que incluem perda da primeira metionina, erro de splicing e PTC 1-3”) ¢ menor expressido de
GATA-1s (que incluem PTC 1-5° e PTC 2). Eles compararam esses resultados com as

caracteristicas clinicas dos pacientes e mostram que as diferencas quantitativas estdo
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significativamente associadas com o prognostico do paciente e o risco de desenvolver LMA-
M7. Os pacientes com mutagdes pertencentes ao grupo de menor nivel de expressdo
apresentaram associacdo significante com o risco desenvolver leucemia. Posterior a este
estudo, Alford et al. (2011) reproduziu esta analise baseando-se nos resultados do nivel de

expressdo, mas ndo encontrou associagdo para progressdo ou prognostico.

A partir destes achados relevantes na biologia de células leucémicas na SD, porém
contraditérios, nos propomos testar esta analise na tentativa de confirmar ou ndo com o0s
achados de Kanezaki et al. (2010), e desta forma contribuir com informacdes adicionais aos
estudos sobre GATAL. Diante disso, o perfil de expressdo dos transcritos génicos do GATA-
1s foi analisado em 32 pacientes, e observado que o erro de splicing e PTC1-3' apresentaram
maiores niveis de expressdo do GATA-1s, enquanto que PTC 1-5' e PTC 2 apresentaram
menores niveis de expressdo do GATA-1s corroborando com os resultados de Kanezaki et al.
(2010). No entanto, ndo foram confirmadas as diferengas por tipo de mutacdo e expressdo
(menor expressdo, mutacdo PTC 1-5° e PTC 2; e maior expressdo, mutacdo tipo erro de
splicing e PTC1-3") com a resposta terapéutica. Diferentemente do estudo de Kanezaki et al.
(2010), que encontrou correlagédo com o risco de desenvolvimento da LM-SD em pacientes
com PTC 2 e PTC 1-5’, este estudo encontrou associa¢do com risco de desenvolver LM-SD
somente nos pacientes com mutacdo PTC 1-5° (p=0,002), enquanto os pacientes com PTC 2
(p=0,033) apresentaram associacdo provavel de protecdo para desenvolver a doenca (apenas 3
de 13 pacientes evoluiram de TAM para LM-SD). Em pacientes com erro de splicing e PTC
1-3” o periodo de tempo entre o inicio do tratamento e a remissao foi menor (p=0,047). Fator

este que ndo foi analisado nos estudos anteriores.

Em uma analise comparativa na série de 457 lactentes com leucemias, incluindo 77
neonatos (diagnostico com idade < 31 dias) com e sem SD observamos que a taxa de
letalidade em neonatos sem SD é superior aos neonatos com SD (65,7% versus 35,9%,
respectivamente), com risco relativo de 0,39 (IC 95% 0,2-0,7), que confere um efeito de
protecdo para morte em neonatos com SD. Além disso, a SG em 5 anos foi superior nos
neonatos com SD (p=0,002) (MOURA et al., 2014, Publicacdo em anexo C).

Na década de 80, devido ao progndstico mais reservado da LMA em SD (ROBSON et
al., 1984; RAVINDRANATH, 1992; ZIPURSKY, 1997), as criangas eram tratadas com altas
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doses de quimioterapia, com consequentes efeitos moérbidos devido a alta toxicidade
quimioterdpica e aumento da letalidade (LANGE, 2000). H& aproximadamente 10 anos,
estudos tem demonstrado que criangas com SD e LMA-M7 com idade inferior a 4 anos séo
Otimos respondedores a citarabina (GAMIS et al., 2003; SORREL et al., 2012;), e devido a
alta sensibilidade sdo mais propensos a toxicidade terapéutica (GE et al., 2005; TAUB et al.,
2000). A reducdo da morbimortalidade relacionada ao tratamento e aumento na SLE foi
observada nas criancas que receberam protocolos tratamento com reducdo de ARA-C e
antraciclicos (CREUTZIG et al., 2005; SORRELL et al., 2012). Para os pacientes com TAM
a indicacdo de quimioterapia é restrita aos neonatos com problemas hepéticos e complicacGes
severas. As criangas se beneficiam com baixas doses de ARA-C (AL-KASIM et al., 2002;
DORMANN et al., 2004). Klusmann et al., 2008 recomendaram as doses de 0,5 a 1,5mg/kg
de ARA-C por 3 a 12 dias para os pacientes com leucometria >50.000/ul, contagem de
plaquetas <100x10%L, ou sinais de coletase (bilirrubina conjugada 15mg/mL) e disfungo
hepética. Importante ressaltar que esta terapéutica ndo previne a progressdo para LMA-M7,
tendo seu objetivo principal a reducdo de complicacdes metabdlicas decorrentes da disfuncédo

hepaética.

Neste estudo, foi observada maior frequéncia de tratamento quimioterapico nos casos
de LMA (p<0,001), 59 casos foram tratados de forma sistémica, enquanto que os demais ndo
foram tratados devido as complicac@es clinicas da doenca e dbito precoce. Foi observado que
as instituicdes optaram por fazer o protocolo para a LMA padrdo em aproximadamente 60%
dos casos, ou seja, sem reducdo quimioterapica. Para os casos de TAM, apenas 3 pacientes
receberam 5mg de ARA-C subcutdneo por 8 dias, devido ao comprometimento hepatico
importante no diagnostico. O seguimento mostrou que essas criangcas até o momento estdo
estavam livres de doenca. Importante também ressaltar que trés criancas analisadas neste
estudo como TAM receberam tratamento inapropriado com altas doses de quimioterapia e
evoluiram a 6bito. Possivelmente estas criangas se beneficiariam de baixas doses de ARA-C.

A remissdo espontanea sem tratamento ocorreu em quase todos os casos de TAM. Os
mecanismos descritos para a remissdao da TAM ainda sdo obscuros, e entre as explicacfes
plausiveis tem-se: 1) a reducdo da atividade da telomerase observada no inicio do
desenvolvimento TAM, contribuindo como um fator critico para a conversdo do clone da
TAM em LM-SD (HOLT et al., 2002); 2) transicdo do sitio de hematopoese fetal para
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medular o que impediria o desenvolvimento de blastos leucémicos causando a regresséo da
TAM (MIYAUCHI et al., 1992; GAMIS; HILDEN, 2002; AHMED et al., 2004).

Em relacdo aos protocolos adotados pelas instituicdes, foi observado que ndo ha
padronizacdo de protocolo Unico por instituicdo, o que impediu a analise do padrdo de
resposta ao tratamento especifico por protocolo e instituicdo. No Brasil, hd uma iniciativa do
Grupo Cooperativo Brasileiro de Sindrome Mielodisplasica em Pediatria juntamente com o
Grupo Brasileiro de Leucemia Mieloide Aguda para implementacao de protocolo diferenciado
nos pacientes com LMA em SD (MAGALHAES et al., 2006). A estratégia terapéutica nesta
proposta brasileira é uma adaptacdo do POG 9421 em relacdo a reducdo de dose de ARA-C.
Esta em andamento desde 2010 com previsdo de término em 2015. Acreditamos que estas

analises de casos retrospectivos contribuirdo para a adesdo aos protocolos diferenciados.

Em relagdo a resposta terapéutica, a remissdo clinica inicial foi observada em 90,4%
dos casos, com falha na inducdo de 9,6%. A resposta completa ao final da quimioterapia foi
observada em 78,7% e resposta parcial em 10,6%. A recorréncia de leucemia foi observada
em 6 (13,5%) casos, com mediana de 2 recaidas por paciente, tendo como sitio principal a
MO, e com mediana de 8 meses do inicio do tratamento até a primeira recaida. Tais achados
sdo compativeis com Sorrel et al. (2012). Um paciente foi submetido ao TMO, com evidéncia
de doenca até o presente, com doenca residual minima positiva por citometria de fluxo. E
reconhecido que a alta mortalidade relacionada ao TMO em criangas com SD é maior
(RUBIN; MICK; JOHNSON, 1996), no entanto Taga et al. (2012) relataram que 2 de 8
pacientes sobreviveram ap6s submetidos ao TMO. No entanto, a principal causa de falha do
TMO é a progressdo da doenca (MEISSNER et al., 2007).

Nesta analise, foram encontradas altas frequéncias de toxicidades quimioterapicas
durante a fase de indugdo e intensificacdo/consolidagdo, principalmente a toxicidade
hematologica nas fases de inducdo (81,8%) e intensificacdo (72,0%). Esta toxicidade esta
relacionado as altas doses de ARA-C e evidenciadas por aplasia severa progressiva,
neutropenia febril e infeccdes recorrentes resultando em prolongamento do periodo de
internacdo e necessidade de transfusdes sanguineas frequentes. A toxicidade gastrointestinal
(média de 37,15%) evidenciada pela presenca de nauseas e vomitos intensos com risco de

comprometimento do equilibrio hidroeletrolitico e mucosite grau Ill e IV foi avaliada
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conforme a classificagdo da OMS. A toxicidade cardiaca foi maior na intensificacéo
comparada com a inducdo (8,0% versus 1,5%). Outras toxicidades ndo foram relatadas no
periodo de inducdo, mas na intensificacdo/consolidacdo um paciente apresentou alteracéo
dermatoldgica (rash cutaneo) e para outro, houve relato de toxicidade neuroldgica por lesdo
cerebral extensa apds seis ciclos de quimioterapia. Observou-se que estes pacientes
apresentaram maiores toxicidades no periodo de intensificacdo que os analisados por Sorrel et
al. (2012), além disso a toxicidades gastrointestinal foi mais frequente em ambas as fases.
Estas complicacGes adversas devem ser avaliadas para indicacdo de protocolos de tratamento

para LMA com adaptacdo de dose para os pacientes com SD.

A alta letalidade nos casos de LMA néo nos permitiu avaliar diferencas entre a morte
precoce e morte. Porém, ao analisar o momento do ébito, 93,3% das criangcas com LMA
morreram durante a terapia, o que pode ser explicado pela frequéncia de toxicidade. A
letalidade ndo foi associada as caracteristicas clinicas e bioldgicas, exceto para as criangas

com cardiopatia congénita (p=0,020) nos pacientes com TAM.

Em relagdo a sobrevida em 60 meses, foi observado melhor curva de sobrevida para
TAM (73,3%) do que LMA-M7 (44,4%) p=0,057. Estes resultados diferem dos estudos atuais
que revelam que o progndstico é excelente, com taxa de cura de aproximadamente 80%
(GAMIS et al., 2003; CREUTZIG et al., 2005). Gamis et al. (2003) ao comparar a SG e SLE
em criancas com e sem SD e LMA-M7 observou melhores resultados nas criancas com SD
para SG (81% versus 31%; p<0,001) e SLE (78% versus 28%; p<0,001). Além disso, eles
nédo observaram diferenca nas criancas com SD e subtipo M7 versus outros subtipos. Esta alta
taxa de cura tem sido explicada pela sensibilidade incomum dos blastos leucémicos de
pacientes com LMA-M7 para multiplas drogas quimioterapicas, principalmente a ARA-C.
Acredita-se que essa sensibilidade seja efeito das mutagfes GATAL e Trissomia 21 sobre 0s
niveis da enzima na metabolizacdo desta droga (ZWAAN et al., 2002; GE et al., 2005).
Devido ao pequeno numero de pacientes com TAM tratados com baixas doses de ARA-C,
ndo foi possivel comparar se houve diferencas entre SLE e SG com 0s pacientes que ndo

receberam tratamentos e consequentemente confirmar os achados por Klusmann et al. (2008).

Esta coorte de criangas com SD e hemopatias clonais representa a totalidade de casos

elegiveis para andlises de mutaces no gene GATAL (periodo 2000-2014) registrados no
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PHOP. Os casos foram enviados por médicos de 39 centros brasileiros de tratamento
oncolégico pediatrico. A maioria € presentada por criangas da regido Sudeste (40%), seguida
das regides Centro Oeste (24%), Nordeste (22%) e Sul (11%). Estes indices ndo refletem a
ocorréncia de casos nas diferentes regides brasileiras como um todo, pois s6 correspondem ao
maior nimero de centros cooperativos da Rede de Apoio de Atengdo ao Cancer Infanto-
Juvenil. Porém, pela representatividade em termos numericos, os resultados obtidos por meio
das analises moleculares devem ser considerados como pontos positivos deste trabalho. A
associacdo de determinados padrdes de mutacdo com o poder preditivo de evolucéo clonal
corroborou com estudo anterior em populagdo americana. Além disso, a avaliacdo dos efeitos
adversos da quimioterapia precoce certamente serd um documento importante para estimular
futuras indicacdes terapéuticas com mais parciménia. E finalmente, a inclusdo dos testes
moleculares no algoritmo diagnostico, se tornando mais acessivel e indispensavel na préatica

destes pacientes com SD.

78



8. CONCLUSOES

e Ao analisar diferengas no perfil clinico-epidemioldgico das proliferacdes mieloides em
SD, foi observada frequéncia de casos com TAM de 35,1% e LMA de 64,9%. Ambas
as proliferacdes ndo apresentaram diferencas importantes, exceto para a idade mediana
dos pacientes com TAM que foi menor a mediana dos pacientes com LMA, e
contagens hematolégicas com menor mediana para os pacientes com LMA do que os
pacientes com TAM,;

e Foi observado que 33,3% dos casos com LMA-M7 houve histérico de TAM prévia;

e Mutacdes no éxon 2 do gene GATA1L foram identificadas em 90,5% nos casos de TAM
e 67,3% nos casos de LMA-M7,;

e As mutacGes no GATAL encontradas nos pacientes com LMA-M7 mais frequentes
foram por insercdo (36,4%), delecdo (27,3%), substituicdo (21,2%) e duplicacéo
(12,1%); e em TAM foi por duplicacdo, inser¢do e substituicdo com 26,3% cada,
seguido de delecdo (10,5%). As mutacdes por substituicdo ndo foram raras e
exclusivas de TAM,;

e Os tipos de mutacdo erro de splicing e PTC1-3' apresentaram maiores niveis de
expressao, enquanto que PTC 1-5'e PTC 2 apresentam menores niveis de expressao;

e Remissdo clinica inicial foi observada em 78,3% dos casos, resposta completa em
67,3% e recorréncia de leucemia em 11,1%;

e A letalidade foi maior em LMA (53,2%) do que TAM (25,8%);

e A sobrevida em 60 meses foi maior em TAM (73,3%) do que LMA-M7 (44,4%);

e Criangas com mutacdo do tipo PTC 1-3’ e erro de splicing apresentam menor tempo
para remissao apés o inicio da terapia;

e Criangas com TAM e mutacdo tipo PTC 1-5 apresentam pior progndstico, com

aumento no risco de progressao para LM-SD, bem como maior risco de morrer;
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ANEXO A - FICHA DE ENCAMINHAMENTO DOS PACIENTES

(sistema online do PHOP-INCA: www.imunomolecular.redecancer.org.br).

Nuamero da Requisicao

Status

N© Entrada

Ano ”Index

Dados do Paciente

Nome Paciente

Nome da Mae

Identificacdo da Mae

Nome do Pai

Data nascimento

Idade

Data diagnostico

” Sexo” Cor

Registro Hospitalar

lSindrome Down "

|0utras Sindromes Genéticas

IEstado Residéncia

”Municl’pio Residéncia

IRegiSo Residéncia

IEstado Naturalidade

”Municipio Naturalidade

Dados da Instituicao/Meédico

llnstituigio "

UF

|Médico "

|Dados Clinicos

Suspeita Diagnostica I

Tratamento Utilizado| I

IOutras Informacées Clinicas

Baco

Figado

Linfonodos

Tumoracio

Sistema Nervoso Central Comprometido

Alargamento de Mediastino

Medicamentos sendo usados pelo paciente

Uso Prévio de Corticdide

Tem irma(o) gemelar?

Tem irma(o) ndo gemelar ou primo de 1° grau com cancer?

Dados Laboratoriais

Leucometria

Hematocrito

Hemoglobina

Plaquetas

Blastos

Dados da Amostra

Amostra Enviada

Sangue Periférico:

Anticoagulante: ”Outros:

Medula Ossea:

Anticoagulante:

Liminas Medula Ossea:

Ladminas Sangue Periférico:

Motivo da Coleta

Diagnostico: Recaida: |loRM:
Amostra da M3e: Qutros:
IData da Coleta ” Observacdo
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ANEXO B — LISTA DE INSTITUICOES PARTICIPANTES

0,
AGAPE INSTITUTO MEDICO CUIABA : 2 . 18
CENTRO INFANTIL - DR. DOMINGOS A. BOLDRINI - SP 8 7.1
CLINICA CEBROM 1 9
HEMOCENTRO DALTON BARBOSA CUNHA 1 9
HEMORIO - RJ 2 18
HOSPITAL A.C.CAMARGO 3 2,7
HOSPITAL ALBERT SABIN 1 9
HOSPITAL AMARAL CARVALHO 1 9
HOSPITAL ARAUJO JORGE 2 18
HOSPITAL ARISTIDES MALTES 3 2,7
HOSPITAL BOM JESUS-ISPON 1 9
HOSPITAL DA CRIANCA DE BRASILIA JOSE ALENCAR 15 133
HOSPITAL DE CANCER DE CASCAVEL - UOPECAN 1 9
HOSPITAL DO ACUCAR E ALCOOL, MACEIO - AL 1 9
HOSPITAL DOS SERVIDORES DO ESTADO (HSE) 4 35
HOSPITAL FATIMA - CAXIAS DO SUL 1 9
HOSPITAL INFANTIL DARCY VARGAS - SP 10 8,8
HOSPITAL INFANTIL JOANA DE GUSMAO 7 6,2
HOSPITAL MARTAGAO GESTEIRA IPPMG/UFRJ - RJ 5 44
HOSPITAL MARTAGAO GESTEIRA, SALVADOR - BA 2 18
HOSPITAL NAPOLEAO LAUREANO - PB 4 35
HOSPITAL NOSSA SENHORA LORETO 1 9
HOSPITAL PEQUENO PRINCIPE 2 1,8
HOSPITAL REGIONAL DE MATO GROSSO DO SUL ROSA PEDROSSIAN - CETOHI-HRMS 3 2,7
HOSPITAL SANTA IZABEL - SCM - BA 4 35
HOSPITAL SANTA MARCELINA 2 18
HOSPITAL SARINA ROLIN 1 9
HOSPITAL UNIVERSITARIO ALCIDES CARNEIRO 2 18
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA 1 9
HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER DE CUIABA 1 9
HOSPITAL UNIVERSITARIO OSWALDO CRUZ - CEON 2 1,8
INSTITUTO DE ONCO-HEMATOLOGIA DE NATAL 1 9
INSTITUTO DE ONCOLOGIA PEDIATRICA - GRAAC - SP 3 2,7
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER - INCA 2 18
PRONTO BABY 1 9
SANTA CASA DE SAO PAULO 2 18
SERV. BABY 1 9
SOCIEDADE DE ONCOLOGIA DA BAHIA 8 71
UFR CURITIBA 1 9
Total 113 100,0
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ANEXO C - APROVACAO CEP

s " INSTITUTO NACIONAL DE
(l NCA CANCER/ INCA/ R W
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCOS DO PROJETD DE PERGOUISA

THula da Pesquisa: FATORES PROGHNOSTICOS RELACIONADCE A SOBREVIDA EM CRIANCAS COM
SINDROME DE DOWH E SINDROME MIELOPROLIFERATIVA.
Fesquisador: Marla do Socomo Pombo de Olvelra

Area Tematica: Area 1. Genstica Humara.
(Trata-se de pesquiza emeoivends genatica humana n&o conlemplada adma.);

Wersdo: 2
CAAFE: DEREZT 12000000 6274

Instituigao Proponents: Coomanacio de Pesquisa
DADOS DO PARECER

Humerd do Parecer: 181.847
Data da Relatoria: 21012013

Apresentacao do Projeto:
O presente Projein de Pesqulsa |4 receben Parecer Consubstanciado ndmero 145 286, em 12/11/2012.

Objetivo da Pesqulsa:
O presenie Projein de Pesqulsa |4 recebeu Parecer Consubstanciado ndmero 145206, em 12/11/2012.

Avallagao dos Riscos & Benefichos:
O presenie Projeln de Pesquisa ja receded Parecer Consubstanciado mend 145286, em 120112012

Comentarios e Conslderagbes sobre a Pesgulsac
O presenie Projeln de Pesquisa |A recebel Parecer Consubsianciado nmimeno 146286, em 121172012

Consideragties sobre os Termos de apresentagao cbrigatoria:
O presenie Projein de Pesquiza ja recebey Parecer Consubstanciado namen 146 286, em 12112012

Recomendacies:
N30 s& aplica.

Esdomin: FUA DD RESENDE, 128 - EALA AIE

Baima: CENTRD CEP: 0339002
UF: RJ Hunkipin: FID DE JANEIRD
Talafons: | 29)A207-£25] Fam: |29)3207-4556 Esmall: poplincagm b
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. * INSTITUTO NACIONAL DE
(INCA “cincerincars  CRgrad

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A Pesquisadora Principal respondeu &s pencéncias apresentadas no Parecer Consubstanciado nimero
145.285, em 12/11/2012 adequadamente.

Situagao do Parecer:

Aprovaco

Necessita Apreclagio da CONEP:

N30

Consideracdes Finals a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comie de Etica em Pesquisa do Instiuto Nacional de Cancer (CEP-INCA), de acordo
com as atribuices definidas na Resoluglo CNS 196/86, manifesta-se pela aprovago do projeto de
pesqulsa proposio.

Ressalo ofa) pesquisadon(s) responsaved devers apresentar relatoros semestrals s respelio do seu estudo.

RIO DE JANEIRO, 28 de Dezaembro ge 2012

Assinador por:
Carlos Henrigue Debenedito Sliva
{Coordanador)
Eadorogo: RUA DO RESENDE. 128 - SALA 203
Baro: CENTRO CEP: 20251002

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Tokafons: 29)3207 4550 Fax: [29)3207-4558 Emall: capEdncagov.tr
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ABSTRACT

The clinical and molecular findings of 77 neonates (NL) and 380
infant leukemia cases (IL) were selected to distinguish features
between NL and IL; somatic gene mutations associated with acute
leukemia including FLT3, RAS and PTPNTT were revisited. There
were 42 cases of congenital leukemia associated with Down syn-
drome (DS) and 392 of these cases presented features of acute mye-
loid leukemia (AML}-M7. Twenty-seven of the DS cases underwent
spontaneous remission and were re-classified as a transient myelo-
proliferative disorder. GATAT mutations were found in 70% of these
cases. In non-DS, frequent abnormalities were MLL rearrangements,
mainly MLL-AFFT in acute lymphoblastic leukemia and MLL-MLLT3
in AML; the FLT3 mutation was not found, while RAS (n=4) and
PTPN11 (n=2) mutations were identified and reported for the first
time in NL. There was substantial evidence to support that somatic
abnormalities occur in utero; thus, congenital leukemia is a good
model for understanding leukemogenesis.
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Short title: Neonatal leukemia in Brazil.

ABSTRACT

The clinical and molecular findings of 77 neonates (ML) and 380 infant
leukemia cases (IL) were selected to distinguish features between NL and IL;
somatic gene mutations associated with acute leukemia including FLT3, RAS and
PTPN11 were revisited. There were 42 cases of congenital leukemia associated
with Down syndrome (DS} and 39 of these cases presented features of acute
myeloid leukemia  (AML)-M7. Twenty-seven of the DS cases underwent
spontansous remission and were re-classified as a transient myeloproliferative
disorder. GATAT mutations were found in 70% of these cases. In non-DS, frequent
abnormalities were ALL rearrangements, mainly MLL-AFFT in acute lymphoblastic
leukemia and MLL-MLLT3 in AML; the FLT3 mutation was not found, while RAS
(n=4) and FTPNTT (n=2) mutations were identified and reported for the first time in
NL. There was substantial evidence to support that somatic abnormalities accur in
utero; thus, congenital leukemia is a good model for understanding
leukemogenesis.

Keywords: congenital acute lymphoblastic leukemia; acute myeloid leukemia, FLT3;
KNRAS, PTENT1; MLL; GATAT
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INTRODUCTION

Congenital or neonatal leukemia (WL) iz diagnosed up to 31 days after birth and iz 2 very rare
malignancy that occurs at a rate of 1 per 3 mullion live births in developed countries. It represents
lezs than 1% of all childhood leukemia [1]. Acute myeleoid leukemia (AML) iz more commen
than acute lymphoblastic leukemia (ALL) in NL [2,3]. Complete characterization of the world-
wide NL cohort is lacking, likely because many patient descriptions were publizhed as isolated
case-reports. In low and middle-income countries, there is not a clear picture of the NL
occurrence due to unstable caze documentztion or a lack of proper mvestigations for leukemia
Nevertheless, smnce 1999 mn Brazil, three basic treatment tenets were established for pediatrie
oncelogy mprovements: (1) the recognition of neoplasia at an early age with immunomelecular
dizgnostic procedures; (1i) public zccess to treztment protocols and health care to assist children
with long-term treatments; and, (iii) extensive pediatric oncology training [4]. As a result, the
recognition of NL has improved evertime.

In necnates, ALL 15 characterized by a trend toward a higher meidence of WLL gene
rearrangements (MLL-1); whereaz, in AML, the subtypes are diverse and more studies are needed
to determine consistent and specific assoclations in neonates with and without Down syndrome
(D3) [3]. The eticlogy of congemtal leukemiz is still unknown. However, some factors may be
associated with the development of a lenkemia clone during the fetal period and chromosomal
mstzbility. The remarkably brief preclimeal features asscciated with the somatic mutation prefile
of hematopoietic cell: may ke 2 umique in vivo model for correlating cooperative melecular
events m the malignant pathways. This study aimed to add to the climeal and molecular findings
i NL, which may lead to a better understanding of the diverse pathogenesis mechamsms started
during fetal life.

MATERIALS AND METHODS
Subjects
The Brazilian Collaborative Study Group of Infant Leukemia (BC3GIAL) ncluded patients from

a network of hospitals located in different Brazilian states. Its purpose was to confirm the
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immuncphenctypic and molecular findings in children younger than 24 menths-old diagnosed
with acute leukemia [4,6]. Thirty once-centers from different Brazilian cities enrolled patients m
the BCEGIAL. Of the 457 cases enrclled, 77 (17%:) necnates (vounger than 1 month of life) and
380 (33%) infants (age > 32 days up to 12 months after birth) were selected for the present study
(shown in Table I). Myeloid leukemias (AML) with D3 were alzo included. Data collection and
laboratory procedures at the diagnosiz were evaluated and approved by the Ethies Committee of
all participating metitutions. Data analvsiz was approved by the Fesearch Ethie: Committee,
Institute MNacicnal de Cancer (CER 2024/10; CONEP # 7072010

Leukemia diagnosis

The ALL and AML diagnoses were first established through merphological examinations
according to standard criteria, followed by mmuncophenctyping and molecular tests. ALL was
categorized as B-cell precursor ALL (Bep-ALL) based on the immunophenotypg profile, and
the CD10 status was determined AML was defined by WHO classification [7]. The
immuncphenctype was assessed by flow eytometry with a panel of monoclonal antibodies, using
a FACS Calibur or Canto (Becton, Dickimzon and Company, CA, USA) as described previously
[£].

Bandmng cyvtogenetics and FISH

The karvotypss of leuksmic cells were obtamed at the time of diagnesiz prior to anv treatment
using a standard G-band cytogenetic techmgue. Chromoszomes were identified and analyzed m
accordance with the International Swstem of Human Cytogenetic Nomenclature 2003 [9]. To
detect possible ervptic and'or fusion gens translocations, fluorescence in s hybridization
(FISH) was performed to complement conventional cytogenetic analysis [10].

Molecular tests

Genomic DNA and total ENA were isolated from monenuclear cells isolated from bone marrow
samples with the QIAamp® DNA Bleod Mim Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Gemmany) or the
TRIzol reagent kit (Invitrogen, Carlshad, USA), respectively.

Detection of recurrent fusion genes

Detection of somatic fusion genes commenly associated with the major childheod ALL subtvpes

(ETVE-RUNXI, TCF3-PBXI, BCR-ABLI, MILL-r) and with AML (RUNKI-RUNXITI, CBFB-
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MYHII, MLL1) were systematically performed by reverse transcriptaze polymerzse chain
reaction (RT-PCR) according to standard techmigues. Detection of the MIL-r was performed by
conventional eytogenetics, RT-PCE. (MLL-4FFJ, MLL-MILT3-, MLL -MILTTENL-), and/or by
FISH as previously described [6,11].

Detection of G4 T4 T mutations

In samples from necnates with DS, GAT4] mutations were analvzed by direct sequencing in
dizgnostic samples prior to any treatment and when there were more than 10% blast cells.
Genomic DNA was extracted from bone marrow (BM) aspirate or penpheral bload (PB) cells
following standard protecols. Exons 2 of GATAL were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) using the prmerz 2F = GTCCTCGCAGGTTAATCCCC, IR =
GCCAAGGATCTCCATGGCAACCC [12]. PCR products were punified with the GFX PCR
DNA and gel Band Punfication kit (GE Healthcare, New England, UK) and sequenced in both
directions with the BigDve Terminator v3.1 Cyvecle Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA,
USA) using a 3300 Genetic Analvzer (Applied Biosystems). Sequence analysiz was performed
with BicEdit 7.0.9 software, comparing the obtamned electropherograms with the reference
sequence for GAT4J (GenBank NM_00204%). [12].

Detection of FLT3 mutations

The presence of FLI3 mutations were screened according to metheds previeusly described [13].
Briefly, FLI3-D835 mutations were detected by restriction fragment polymorphism-mediated
polvmerase chain rezction assay and the FLT3-ITD was exammed by the amplification of the T
domain in exons 11 and 12, Samples with altered pattemn were sequenced. PCE. products were
purified with the GFX PCE. DNA and gel Band Purification kit (GE Healthcare, New England,
UK) and zequenced i both directions with the BigDve Terminator w3.1 Cycle Sequencing Kit
{Appled Biosysterms, CA, USA) using a 33500 Genetic Analyzer (Apphed Biosystems)
Sequence analvsis was performed with BioEdit 7.0.9 software, comparing the electropherograms
with the reference sequence for F1T3 was accessed from the Nationzl Center for Biotechnology

Information (NG_007066.1; NM_004119.2; NP_004110.2).
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Detection of KR4S and NRAS mutations

Grenomic DNA was screensd for mutations in exon | (codonz 12 and 13) of the XRAS and NEAS

genes (dencted ENRAS) with PCE amplification followed by direct sequencing [14,13],

comparing the electropherograms with the reference sequence of EKRAS (NG _007524.1;

NI_004985.3; NP_004976.2) and NRAS (NG_007372.1; NM_0023524 4; NP_002513.10.

Detection of PTFNIJ mutations

Exon 3 of PTPNI] was screened for mutations by PCR amplification [16], followed by direct

sequencing, comparng the electropherograms with the reference sequence of PTPNIJ was

accezsed from the NCBI (NG_007439.1; NM_002834.3; NP_002825.3).

Treatments

The chuldren recruited in the study received different chemotherapy treatments in accordance with

the Brazilizn AML and ALL Berlin-Frankfurt-Munster (BELI) treatment protecol group (GBTLI-

ALLS3, GBTLI-ALL99) or the INTERFANT-bazed protoeels [17-19].

Statiztical Amnalyzis

The ){E-test {two-sided) was used (or Fisher's Exact Test when expected values were

less than five) to compare the frequency of neonates and infants (children less than 12

months of age). as well a5 distinct variables in the neonate group (gender, ALL versus
WL patients, clinical findings). P-values =0.05 were considered statistically significant.

For a subset of patients (n = 318) with 3 minimum of 2 years follow up, the Kaplan-Meier

method was used to estimate survival rates [20], and differences were compared with

the 2-sided log-rank test [21]. All statistical analyses were performed using the Statistical

Product and Semvices Solutions statistical package, version 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,

USA).

RESULTS

Differences and similarities in the demographics and clinic features of 77 neonates and 380

infant lenkemia (IL) cchorts, from 1990 to 2013, are provided in Table I. There was a similar

distribution regarding gender (ratio males: females, 0.93) in both the NL and IL groups.

Differences were obszerved in the leukemia subtvpes as AML was more frequent than AIL in

necnates, and ALL was more frequent than AML in infamts (p=0.001). Fortv-two (33%) of the
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necnates had D8 (p=0.001). There were statistically significant differences in clinical sizns, such
as hepatesplenomegaly, enlarged nodes, and leukemia cutiz'chloroma (p=0.014, 0.002, 0.030,
respectively). Thirty-five children were not treated with conventional chemotherapy, the majonty
from the NL groups (=<0.001). For all NL and IL the white blood cell counts (WBCs) ranged
from 1 te 913 x10%1 {median= 33), hemoglobin level: from 2 to 30/dL (median= 07), and
platelets counts from 3 to 568 x10%1 (median= 34). Abzclute blast counts vanied with a median
value of 63. Differences were cbzerved in hemoglobin level: between those two groups
(p=0.001).

Becauze clonal transient mveloproliferative disorder (IMD) m newbom with DS is
separate entity, the clinical characteristics and biological findings of 77 NL patients with or
without DS are shown in Supplemental Table . There was a predominance of NL with DS and
AML characteriztics (p=0.001). Newboms with DS and non-DS showed the same frequencies of
leukemia cutis andior chloroma Statistically sigmificant differences were observed for
hepatomegaly, splenomegaly, enlarged nodes and central nervous system mvolvement (p=0.021,
=0.001, =0.001, 0.001, respectively). The white bloed cell counts (WEBCs) and hemoglobin
levels were statistically differences in D3 and non-DS. The WBCs ranged fom 3 to 270 x10%1
{medizn= 300 and 7 to 730 x10%1 (median= 120), and hemoglobin levels from § to 24/dL
{median=13) and 4 to 14/dL (median= 10} {(p=0.001), respectively.

The most frequent ALL subtype was CD10™% pro-B AILL. Amongst the AML
characteristics, the megakarvoblastic (AML-MT) subtype was the most frequent (32%), followed
by AML-M4 and M3 (12%). Myelomonocytic leukemia was positive for CD13/CD33, CD14,
and CD117 and AML-M7 was positive for CD41/61/42. Other than constitutive trisomy 21, the
maest common chromozomal somatic aberrations were MLL-r in 71% of ALL and 37% of AML
(excluding neonates with DS) patients and MII- 4FF]- m ATL. The most frequent abnormal
fusion geme m AML wasz MII-WTIT3 Less frequent chromosomal alterations were
byperdiploidy and 1(2;19q31;q13.2) and t(8;21) (q22;q22), which generate the NUPSE-BCLF
and RUNEI-RLUNYITT fuzion genes, respectively. Additionally, sub-microscopic mutations such
az PTFNI] (n=1; &%) and R4S (n=4; 21°%) wers found. All of thess mutations were found in

MII-r cases. Wo mutation was found in the FIT3 gene.
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Az DS was zssocizted with TMDs, the clinical and labeoratory findings were znalyzed
evaluzted separately. The time of the diagnosis ranged from 3 to 31 davs, with a mean age of &
day: and median age of 14 days. Males, white children, and the AML-MT blast cell merphology
and immunophenotvpe (n=3%) predominated G4TAJ mutations were found in 20 of the 29
(70%) cazes tested. All mutations in exon 2 were recurrent, inserted as a frame shift that reanlts
in a stop coden. The spontanecus remission cbserved in more than 50% of the NL cases was
documented as a TMD. The mitial diagnosis of AML remained in 3 cases becanse the NL was
treated due to persistence of blast cells and hepetic failure. The death rates were calculzted
separately in congenital leukemia with and witheut DS. The frequency of mortzlity in acute
leukemia in necnates without DS was 63.7%; whereas, it was 35.9%0 in DS neonates (p=0.001).
The relative rizk of 0.39, 93% CI (0.20-0.73), confers a protection factor on death nisk in DS
necnates.

The 5-vear overall survival (08) after dizgnosis according to neonate leukemia subtypes
in D8 and non-D8 iz shewn in Figure 1. The results were significantly better for DS than non-D3
patients. The median O8 for non-DS patients with ALL and AML were 6.2 months (95% CL
3.3-9.2) and 0.3 months (95% CI, 0-1.0), whereas the median in DS patients with TMD or ML-
DS (myeloid leukemia) was not reached. Log-rank test showed differences (p=0.001).
DISCUSSION
EBoth medicine-based evidence and a descniptive analvsiz of rare diseases are important for
understanding malignancies. Ten years age, Hart Isaacs published 2 very extensive literature
review (dating back fo the 1970z), which included clinical and laboratory (cvtology, molecular,
and cytogenetic) findings of congenital leukemiz. Almost zt the same time, Bresters et al
reported on the Dutch experience along with a review of literature [2.3]. These descriptive
analvzes included a huge number of NL cases and had enough data to determine the differences
in these subsets. Neonatal CD10™# Bep-ALL 1s the most commen subtvpe (in non-DS) and AML
15 more frequent in D3 newbomns; whereas, T-cell ALL iz rare. Furthermore, the MIL-AFFF
fugion gene 13 the most frequent genetic abnormality found m nen-DS NL cases.

In both Bresters 2002 and Isaacs H 2003 reviews, spontaneous remssion of ThDs was

observed for DS patients [2.3]. Since then, new congemtal leukemia cases have been reported,
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revisited, and updated with new insights (as shown in Table IT [2,3,22-34] ). Cases of TMD have
been better characterized and are positivelv associated with triszomy 21 (D5) and somatic
GATAl] mmtations [35]. Nowadavs, it is mown that GATA] mutations are required for
development of TMD. Recently, van der Linden et al recommended that the diagnosis and
management of NL should be distinguished from TMD-DS and other chinical conditions that
mimic leukemeid reactions [3]. The NL ceses in our zeries were divided in two subgroups: 1)
necnates without DS or any other genetic syndrome (n=33) znd 2) necnates with DS (n=42). In
this study, we imcluded both groups, which comprised an unselzcted series of congenital
leukemia with Bep-ALL, AML without DS, and TMD, which wers analvzed zeparately. The
groups are representative of a heterogeneous population. Our amalyses tock inte aceount the
climical and demographic characteristice of the patients, which showed similar dismbutions to
these commonly observed in previous reperted series [2,3,3,31]. One of the major concems with
the recognition of NL iz the differential diagnosiz to exclude congenital infections, vaccine
reaction, hemelysiz, and primary immune deficiency. For example, the immunization schedule
recommended by the Brazilian Mimstry of Healthy imcludes vaccination of the newboms with
Bacillus Calmette—Guérm (BCG, single dese) and first dose of hepatitiz B still in the matermity
ward and cccasionally the chuld would present adverse reactions [36]. All of these condihions
prezent similar climeal signs, meluding leukoeiytosis and circulating immature eells, and mvolve
the natural immunity system; thus, there are overlappmg climical signs with NL. It s
recommended that immunophenctyping, cytogenetics, and molecular analyvses should always be
performed in neonates with leukemoid reactions to dishmgmish these entites from other senous
dizeases that affeet thiz population [37]. L1 gene rearrangements, most commeonly with AFFF
and MILTS, were observed m ALL (71%) and AML (37%) without DS, One of the 21 ALL
cazes presented with hyperdiploidy. Thiz numencal chromosomal abnormality has not been
descnbed in other NL studies; although, hyperdiploidy has been identified in neonatal bleod
spots, providing definitive evidence that thiz chromosomal event occurred before birth [38] One
ANL case presented with the novel cytogenetic abnormality #12;19)(g31:q13.2), which has not
been reported in INL. The fusien transcript RUNAJ-RUNEITT was 1dentified in another AML

caze. Despite the ranty of these findings, 1t 15 likelv they arose in wero.
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The MII-fuzion gens is sufficient in itself to cause lenkemia, which may explain the
difference between the frequencies of MII-r and other zbnommalities; in addition, essential
secondary mutations may be rapidly acquired, which iz especially important if the protein
product has an effect on chromatin structure or the stability of gene expression [39]. The
disruptive effect of MLL-gene fusion on DNA repair or eell-cycle regulation could fzcilitate the
rapid acquisition of additicnal, genetic changes, particularly when continuously exposed to
genctoxic substances during fetal hematopoiesis [40]. Gilliland suggested that additional genetic
changes in cell signaling pathway of clome with zbnormal fusion genes is required mainky
throughout kinase activation to provide preliferative advantage to abnormal cells [41]. Since
then, candidate genes in the RashIAPkinase signzling pathway have been constantly examinad.
In the present study, the £R45 mutations (n=4) were found in NL, as well as PTPNIJ mutations
(%), suggesting that such mutations act as cooperative leukemogemic events aleng with
recurrent fusion genes. KR4S mutations have been previously found in NL, especially in those
cases with MLL-r [33.34] Although somatic mutatiens in FLT3 were recently identified using
whole exome zequencing of samples from patiemtz with comgemital ALL, we failed to
demonstrate FL T3 mutations in our NL zeries [24]

Necnates with DS frequently have a TMD, with clonal proliferation of immature
myeloid-megakaryoeytic cells due to GATA4J mutations (reviewed in Yoshida et al, 2013 [42]).
However, TMD is zelf-limiting and proliferation decreases spontanecusly without leukemia
specific treatment. G4J4] encodes a transcnption factor essemtial for ervthroid and
megakaryocyte differentiation. The majonty of G4 T4 f mutations prevent synthesis of full-length
GATAIL, leading toa truncated protein GATAlL: [43]. A tetal of 20 (70%) mutations in the
GATA] gene were identified m thiz cohort of DS neonates. Thiz lower frequency compared to
previous studies [44] may be explained by techmical issues, which mclude limitations of
screening method and blast cell proportion in the beginning of the analyzed samples, discussed m
detail previously [12]. G4 T4J mutations were exclusively found m TMD and'or AML-M7. The
pathogenesiz of TMD-DS and development to true AML-M7 are still unclear and the estimation

of the GAT4J expression level at diagnosis in the neonate period may be a predictive factor.
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As in 2]l retrospective analvses, there are some negative and positive points that should
be dizcussed. The wealmess of this sady is that we might have missed important variables in the
broad spectrum of some NL subtvpes zt the time of the diagnosis, or missed the unrecognized
cazes during the peried of study. However, the strong pomt of the study iz the increased
recognition of NL owver time and, the clear, defined dizgnoesiz znd treatment of TMD-DS. In
addition, molecular abnormalities other than MIL-r and GAT41 mutztions, such as R45 and
FTPNI{ mutations, were identified and reported.

In conclusion, melecular aberrations are highly frequent among WL cases. These critical
somatic abnermalitizs that oceur in early hematopoietic precursors i agero are good models to
demonstrate the distinet set of gene mutations that explain leukemegenssis.
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Table Legends

Table I. Demography and clinic features of neonatal compared with infant leukemia Brazil 1990-2013.

Age at diagnosis, mo

All leukemias

Neonatal leukemiaz

Infant
leukemias

Total (n=457) Total (1=77)  Total (n=380) p-Value'
Gender
_ Female 219 (48) 38 (49) 181 (48) 0.783
_ Male 138 (32 38 (31) 199 (32)
Type of leukenuas
arL 270 (58) 26 (34) 244 (64) =0.001
_AML 187 (1) 51 (66) 136 (36)
Down Syndrome
_ Wes 53(12) 2(55) _ 1103 =0.001
_No 404 (8%) 35 (45) 369 (97)
Initial findings
_ Hepatomegaly 315 (8%) 44057 271071) 0.014
_ Splencmegaly 3B1LOY 47 (61) 284 (75) 0014
_ Enlarged nodes 128 (28) 10(13) 116 (31) 0.002
_CNS imvolvement E5(19) 11 (14) _T420) 0286
_ Leukemia cutis/chloroma 27 (06) 021y 1E(03) 0.030
Therapy®
_No 35(12) 9 07 (03) =0.001
_ Tes 247 (8%) 28 (31) 218(97)
Status®
_ Alive 188 (48) 13T 153 (48) 0933
Dead 207 (32 37(33) 170 (52
Medizn (M-
Median (Min-hMax) Max) L;!?-\."a]LueT
WEC court (x10°1) 331813 63 (2-730) 36 (1-013) 0.601
Hemoglebin (xg/dL) 07 (2-500 12 (4-24) 07 (2-50) =0.001
Platelets (x109L) 34 (3-368) 57 (159-490) 48 (5-368) 0437
Blast (%) 63 (0-100) 60 (0-100) 80 (0-100) 0374

1, total number of patients; ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute myeloid leukemis; CNS, central

nervous system:; WEBC, white blood cell; 'p-‘\u"alue comsspond fo neonatal leukemiz versus infant leukenua; *

differences are due to missing values.

*results not shown in table: one biphenotypic cases (both lvmphoid and myeloid markers) (0-1

age), ons

biphenotypic cases (both lympheid and mveleid markers) (1-12 age), two juvenile myelomonocytic leukemia

(IMRIL) (1-12 age);
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Table IL. The results of the svstematic review of the recent data in the literature, including the Brazilian cases, 1970-

2015
Leukemia subtype  Twpe of smdy Peried Mumber Cazes  Earvotype and'or molacular () Fefarence
ALL + AML Review 1970-3002  55/143 Cytogenstic shnommalities 115 (79) Issacs, 2003 3]
210143 Fith MLL-» 43Ty
_ 1% 11}{gll;q23} 11{10%
%11} {p22:q23) 7i8)
__t11;19%q23;p13) 1715}
Other T8
1123 ipl3;ql3) 3N
ALL Singls Center Experience o1 t4;11) {g21:923) 01 Prigogina etal, 1972 [20]
ALL + AML Single Center Experience  10735-2000 (0415 MLL-» 14(20) Eresters etal, 2002 [1]
i 11115 14 11) {g21;923) 5(T)
= g1} (p2%q23) 263
"i #(11;100qd3;pl3) Tm
EE ALL Clinical trial 1908-2005 30 MLE gsrm lina 2{T) “Van der Lindsn =t a1, 2009 [31]
.;_; MLL-r 1583
E = B4 10}{gdl;q23} 12(48)
FIES
£ 1) {p22:q23) 14
% 3 __t11;19%q23;p13) B3Z
ﬁ Other MLL wrapzlocations 248
% E Undefined ML ranslocations (%)
g AML Clinical trial 1985-1990 (2 HL22Npl3;q13) 2 Carroll =t a1, 1991 [23]
g‘i ALL Case Feport Un L FLT? pataticns 2 Chang =t al, 2013 [24]
l'“;l MLL-» 3
£ 4; 11} {g21;q23) 2
E" __t11;19%q23;p13) 3
._E.. Mixed phenotype  Case Feport Un 01 LT gaom line 0 Ergin at al, 2013 [24]
AML Case Report Un 0 11;19%q23;p13) 1 Borkhardt at al, 2003 [22]
ALL Case Feport Un 0 4;11) {gl3;q22} 1 Van den Bergha ot al, 1079 [30]
ALL Caze Beport Un 01 4;11) {g21;923) 1 Frontanes et al, 2012 [23]
AML Caze Feport Un 01 t11;10Hq23;p13 1) 1 Chantrain ot al, 2000 [25]
AML Case Repart Un a1 H3; 16)(p11;p13) MY5T3-CREBEP ! Wong et al, 2003 [31]
AML Case Feport Un 01 466 1T)g23q11.0) 1 Ferguzon ot al, 2003 [27]
ALL + ANL Ratrospective smdy Un 3243 FRATNRAS 3 Lisng et al, 2008 [33]
ALL Climical trial Un 1109 FRAS/NRAS 1 EMMLC. Driessean et al, 2013 [34]
AMI~ALL Femospective study 1000-2013 AL 20(68) The presonts raport
RUIMNYIRUNKITI 2{T)
ERAS/NRAS 4{20)
G4ATAl 20(700
16

1, total number of cases; ALL, acute lymphoblastie leukemia; AML, acute myeloid leukemia; MLLr, MLL gene

rearrangements; Un, unlmown.
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Figure Legend

Figure 1. Overall survival of necnatal (age < 31 days) leukemia subtypes, Brazl 1990-2011. The median OS for
non-DS patients with ALL and AML was worse than the OS for DS patientz. Log-rank test showed differsnces
(p=0.001). Abbreviations. ALL. acute lymphoblastic leukemiz; AML, acute myveloid leukemia (in patient without
Down syndrome); TMD, transient myveloproliferative disorders and ML-DS, myeloid leukemna in patients with

Down syndrome.
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APENDICE A - QUESTIONARIO

INFORMACOES DA PROCEDENCIA DA AMOSTRA

1. Instituico:

2. Médico responsavel pelo envio/atendimento:

3. Ano de envio da amostra:

INFORMACOES SOCIO-DEMOGRAFICAS

4. Nome do paciente:

5. Data de Nascimento: 6. Peso ao nascimento:
/ / (Dia/Més/Ano) Kg

7. Sexo: 8. Raga/Cor:

() Feminino () Branca () Parda

() Masculino () Negra () Indigena

9. Local de moradia:
9.1 Cidade: 9.2 UF:

10. Local de nascimento:

10.1 Cidade: 10.2 UF:
11. Nome da mae: 12. Idade da mée:
( ) Anos

STATUS NA ULTIMA AVALIACAO

13. Data da ultima consulta/avaliagéo:
/ / (Dia/Més/Ano)

14. Vivo: 15. Data do obito:

()Sim (passe paral8) / / (Dia/Més/Ano)
()Néo

16. Causa do 6bito: 17. Quais complicac0es:

() Progresséo da doenca
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() Toxicidade medicamentosa

() Outras complicacdes

INFORMAGCOES CLINICAS E HEMATOLOGICAS INICIAIS

18. Data do diagndstico:

/ I (Dia/Més/Ano)

19. Diagnostico:

LMA com subtipo: Mielodisplasia (SMD): ()Sim ()Néo
20. Contagem total de leucdcitos: 21. Contagem de plaquetas:

( ) ml. ( ) mm3.

22. Hemoglobina: 23. Percentual de hematocrito:

( ) g/dL. ( ) %.

24. Percentual de blastos: 25. Fonte dos blastos:

( ) %. () Medula 6ssea () Sangue periférico

INFORMACOES RELATIVAS AO TRATAMENTO

26. Fez tratamento quimioterapico?

27. Data de inicio do tratamento:

()Sim () Né&o (passe para 42)

/ / (Dia/Més/Ano)

28. Qual a superficie corporal?

29. Protocolo terapéutico:

( ) m°.

30. Descricdo sumaria e dosagens com as etapas mais importantes do tratamento:

31. Dose utilizada de Ara-C: 32.

A dose de ARA-C foi reduzida comparada

com o protocolo LMA sem SD?

) m®.

(

()Sim

() Néo

33. Dose utilizada de Doxorrubicina:

34. A dose de Doxorrubicina foi reduzida

comparada com o protocolo LMA sem SD?

) m?.

(

()Sim () Ndo

35. Dose cumulativa de Ara-C e Doxorrubici

na ao final do tratamento:

Ara-C ( ) m*

Doxorrubicina ( ) m“.

36. Fez reducdo de dose de outro quimioterapico?

40. Remisséao clinica:
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()Sim () Nao ()Sim () Ndo

37. Nome do quimioterapico e a dose utilizada: 41. Data da remisséo:

/ I (Dia/Més/Ano)

38. Duracéo da aplasia 40. Morbidades adicionais ao tratamento:

( ) dias.

39. Qual a resposta ao tratamento inicial?

() Resposta completa
() Resposta parcial

() Falha ou n&o-resposta

42. Transplante de Medula Ossea:

()Sim () Néo

43. Toxicidade na Indugdo 44. Toxicidade na Intensificagéo
() Cardiaca () Cardiaca

() Hepatica () Hepatica

() Renal () Renal

() Gastrointestinal () Gastrointestinal

() Pulmonar () Pulmonar

() Sistema Nervoso Central () Sistema Nervoso Central

() Cuténea () Cuténea

45. Observacoes adicionais:

119




APENDICE B - CARTA CONVITE

MINISTERIO DA SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA
COORDENACAO DE PESQUISA - CPq
PROGRAMA DE HEMATOLOGIA-ONCOLOGIA PEDIATRICA

Ref.: Pesquisa de mutacdes no GATALl em criancas com sindrome de Down e desordens

hematopoiéticas clonais.

Carta convite para participacdo em projeto de pesquisa.

Projeto: Fatores progndsticos relacionados a sobrevida em criangas com sindrome de
Down e leucemia mieloide aguda e sindrome mielodisplasica.

Caro colega,

A vossa colaboracdo nos estudos epidemioldgicos moleculares de nossas pesquisas
sobre mutacdes no GATAL em leucemias gerou novos conhecimentos na pratica clinica. Nesta
oportunidade convido-o para colaborar com o Projeto de Pesquisa de Mestrado da aluna
SUELLEN VALADARES MOURA, intitulada “Fatores prognosticos relacionados a
sobrevida em criancas com sindrome de Down e leucemia mieloide aguda e sindrome
mielodisplasica”. A Suellen é enfermeira com Residéncia Multiprofissional em Oncologia
pelo INCA e esta sob minha orientacdo desde 2011.

Esta pesquisa objetiva analisar a sobrevida global de criangas com SD, diagnosticadas
com LMA e/ou SMD entre o periodo de janeiro de 2000 e dezembro de 2011, e avaliar 0s
fatores progndsticos identificados. Os sujeitos desta anélise serdo criangas portadoras da SD,
com idade entre 0 a 5 anos, de ambos 0s sexos, cujas amostras foram recebidas no periodo
citado acima em nosso laboratdrio.

Utilizaremos como instrumento para coleta de informaces um formulério eletrénico,

ja constando as informagdes disponibilizadas no momento do recebimento da amostra com 0s
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detalhes clinicos anteriores ao tratamento. Portanto, as informagdes que j& constam em nosso
banco ndo precisam ser re-enviadas.

Gostariamos de vossa atencdo ao convite para participar de nova etapa do estudo
referente as analises de progndéstico. Colocamo-nos a disposicao para qualquer esclarecimento
que se faca necessério. Contamos, com a sua participacdo que, além de qualificar nossa
pesquisa, viabilizard uma oportunidade efetiva para partilharmos experiéncias, estreitarmos

relacGes e refletirmos sobre a nossa prética laboratorial/assistencial.

Atenciosamente,

(Assinatura eletronica)
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APENDICE C - DESCRICAO DAS VARIAVEIS CATEGORICAS

1. Caracteristicas demogréficas e clinicas ao diagnostico:

Nome Descricao (label) Categorias

SEX Sexo Masculino = 1; Feminino = 2

IDADE Idade ao diagndstico (més)

PESO Peso ao nascimento (medido em gramas)

ALTURA Altura ao nascimento (medico em cm)

PARTO Tipo de parto Normal = 1; Cesério = 2

APGAR Apgar no 1° e 5° minuto

COR Cor da pele Branca = 1; Nao branca = 2

CARDIOREC Cardiopatia congénita Sim=1; Nao=2

GEMELARREC Irmdo gemelar Sim=1; Ndo=2

HEPATOREC Hepatomegalia Sim=1; Nao=2

ESPLENREC Esplenomegalia Sim=1; Ndo=2

LINFREC Linfonodomegalia Sim=1;Nao=2
Comprometimento de Sistema Nervoso

SNCREC Central Sim=1; Nado =2
Apresentacdo tumoral (leucemia

TUMOREC “cutis”/cloroma) Sim=1;Nao=2

2. Caracteristicas bioldgicas, imunofenotipica e molecular ao diagnostico:

Nome Descrigéo (label) Categorias

DIAG Diagndstico 1=LM-DS;2=TAM
FAB Subtipo imunofenotipico MO a M7

FABREC Subtipo imunofenotipico recodificado M7 = 1; Outros = 2
TAMPREVIA | TAM préviaa LM-SD (somente M7) Sim=1; Ndao=2
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Leucometria: numero total de leucocitos por

LEUCO milimetro cubico de sangue Expresso em mm®
HG Hemoglobina, contagem de gldbulos vermelhos | Expresso em g/dl
Hematocrito: percentual de globulos vermelhos
HT em relagéo ao sangue da amostra; Expresso em %
Blastos: percentual de leucdcitos imaturos na
BLAST amostra de sangue Expresso em %
Plaquetas: namero total de plaguetas por
PLAQ milimetro cubico de sangue Expresso em mm®
GATAREC Mutacgéo no gene GATA1L Sim=1;Nao=2
PTC1-3’=1; PTC1-5’ = 2;
PTC2 = 3; Splicing error = 4;
Classificacdo da mutacdo conforme perfil de Perda da 1° metionina = 5;
TIPOMUTREC | expressao dos transcritos génicos do GATAL Desconhecido = 6

3. Caracteristicas relacionadas ao tratamento e evolucéo da doenca:

Nome

Descricéo (label)

Categorias

TTO

Tratamento quimioterapico

Sim=1; Ndo=2

TTO adequado
Versus

Tratamento adequado: baseado em
Klusmann et al., 2008 foi considerado
tratamento adequado quando utilizado
baixas doses de ARA-C subcutanea ou
observacao clinica sem uso de
quimioterapia (apenas medicacdes de
suporte);

inadequado: . Tratamento adequado = 1
a Tratamento inadequado: altas doses a

TAM de quimioterapia. Tratamento inadequado = 2
Tratamento adequado: baseado em
GAMIS et al., 2003; CREUTZIG et al.,

TTO adequado 2905; SORREL et al., 2012 gque indicam

Versus criangas que receberam protocolos

inadequado: tratam'enj[o SO LI e Al Tratamento adequado = 1
antraciclicos.

LMA Tratamento inadequado = 2

Tratamento inadequado: altas doses
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de quimioterapia (ARA-C e antraciclicos).

1= BFM; 2= POG; 3= Outros;

PROTREC Protocolo terapéutico utilizado 4= sem informacéo

SC Superficie corporal expressa em m*
Dose cumulativa de ARA-C até o 6bito ou

ARACFINAL “cura” Expressa em mg
Dose cumulativa de doxorrubicina,

DAUNO/DOXO/I | daunorrubicina ou idarrubicina até o obito

DAFINAL ou “cura” Expressa em mg
Dose cumulativa de Vepeside 16 até o 6bito

V16FINAL ou “cura” Expressa em mg

DOSEARAREDU

ZIDA Dose de ARA-C reduzida (protocolo Down) | Sim = 1; N&o = 2

DOSEDOXREDU | Dose de doxorrubicina, daunorrubicina ou

ZIDA idarrubicina reduzida (protocolo Down) Sim=1;Ndao=2

REMISSAOREC

A remissédo de doenga observada através da
analise morfoldgica: ap6s terapia de
indugdo para os pacientes com LMA que

receberam quimioterapia; e para 0s
pacientes com TAM que remitiram
espontaneamente.

Excluido pacientes que evoluiram a obito
antes da avaliacio e aqueles cuja
informacéo néo foi encontrada.

Sim=1; Ndo=2

TEMPO ATE
REMITIR

Tempo em dias entre o inicio do tratamento
até a remissdo. Excluido pacientes que
evoluiram a dbito antes da avaliacéo.

RESPOSTAREC

Resposta ao tratamento ao final da inducéo
para os pacientes com LMA.

Completa: quando a avaliacdo morfoldgica
da MO ou SP demonstrou contagem de
células blasticas <5%; Parcial: quando as
contagens de blastos variaram entre 5-29%;
Falha: >5% de blastos na MO ou SP no
final da terapia de inducdo (SORREL et al,
2012).

Completa = 1; Parcial = 2; Falha
ou nao resposta = 3
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Recaida da doenga ap0s tratamento
guimioterapico. Excluido pacientes que
evoluiram a ébito antes ou durante o
tratamento e aqueles cuja informacéo ndo

RECAIDAREC foi encontrada. Sim=1; Ndo=2
N° de eventos = X; Sem evento =

TOTALRECA Total de recaida 0

TMOREC Transplante de medula 6ssea Sim=1;Ndo=2
Cardiaca = 1; Hepética = 2;
Renal = 3; Gastrointestinal = 4;
Pulmonar = 5; Neuroldgica = 6;
Cuténea = 7; Hematologica =

TOXREC Toxicidade na inducdo e/ou intensificacéo 8;Sem toxicidade =9

OBITO Sim=1;Nado=0

Até 6 meses apos diagnostico. Excluido
EARLY DEATH pacientes que ndo evoluiram a 6bito Sim=1;Nado=2

Pré-terapia = 1; Inducéo = 2;

MOMENTO DO Em que fase do diagnostico/tratamento o Intensificacdo = 3; Pds-terapia =
OBITO paciente evoluiu a 6bito 4
Toxicidade medicamentosa = 1;
Progressdo da doenca = 2;
COBITO Causa do 6bito Outras complicagdes = 3
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APENDICE D - TABELA DE MUTACOES GATA1
Tabela 6.3. Caracteristicas clinicas e moleculares de 52 criangas com mutagdo no éxon 2 do GATA1, Brasil 2000-2014

N° Sexo Idade Leuco Diag Mutacdo Consequéncia da mutacao Tipo de mutacdo
1 M 0 38,0 TAM ¢.182_192dupCCTACTACAGG Mudanca no quadro de leitura no cédon65, cédon  PTC 2
de parada 137
2 M 0 162,5 LMA ¢.138 139insC Mudanca no quadro de leitura no cédon47, cédon  PTC 1-5'
de parada 67
3 F 27 7,1 LMA c¢.164 _178delinsSTGCTCCGTTGCACATGCGGCAA Mudancga no quadro de leitura no cédon55, cédon PTC 1-5
de parada 69
4 F 0 219,0 TAM ¢.21dupG Mudanca no quadro de leitura no cddon8, cédon de PTC 1-5'
parada 38
5 F 31 12,8 LMA c¢.114_115insT (p.E39fs*1) Mudanca no quadro de leitura no c6don39, cédon  PTC 1-5'
de parada 40
6 M 7 24,9 LMA ¢.90 91delAG Mudanca no quadro de leitura no c6don30, cédon  PTC 1-5'
de parada 38
7 M 12 8,2 LMA c.42_43delCC Mudanca no quadro de leitura no cédon14, cédon  PTC 1-5'
de parada 38
8 F 34 41,8 LMA .90 91delAG Mudanca no quadro de leitura no c6don30, cédon  PTC 1-5'
de parada 38
9 M 13 36,7 LMA ¢.201G>A (p.E67E) Substitui¢do - mutacéo silenciosa Desconhecido
10 M 1 53,5 TAM  ¢.154-173dup20pb Mudanca no quadro de leitura no cédon58, cédon  PTC 2
de parada 143
11 M 0 150,0 LMA ¢.151A>T (c.153-162 delCACAGCCACC) Mudanca no quadro de leitura no cédon51, cédon  PTC 2
de parada 133
12 M 19 6,4 LMA c¢.3G>A Né&o traducéo da metl Perda 1% Met.
13 M 1 20,7 TAM ¢.29_30delGG Mudanca no quadro de leitura no c6don10, cédon  PTC 1-5'
de parada 38
16 M 1 35,0 LMA ND ND Desconhecido
14 F 20 4,0 LMA ¢.182C>A (p.A61D) Substituicdo - Missense Desconhecido
15 F 25 18,0 LMA .90 91delAG Mudanca no quadro de leitura no c6don30, cédon  PTC 1-5'
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TAM

TAM

LMA

TAM

LMA

TAM

LMA

LMA

LMA

LMA

LMA

LMA

LMA

€.183insTACGGGCACTGGCATAC
€.199G>T

c.49C>T

€.99 101dupCTT

€.168insTGCAGCTG

€.161_162insC

ND

€.113_117delCTGAG
c.42_51delCCTCCCCCAG
c.155_168dupCAGCCACCGCTGCA
¢.158insACACACC

ND
€.163_184dupGCTGCAGCTGCGGCACTGGCCT
¢.31_32insA
€.185insCCTCCCACGTGACTCCATTGAA
c.115G>T

€.78delG

€.195insCAGTGCCAGCT

¢.201G>A (p.E67E)
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Mudanca no quadro de leitura no c6don59, codon
de parada 143
Glu67parada

Glul7parada

Mudanga no quadro de leitura no c6don35, codon
de parada 69

Mudanga no quadro de leitura no c6don56, codon
de parada 139

Mudanga no quadro de leitura no cédon54, codon
de parada 67

ND

Mudanca no quadro de leitura no c6don39, cddon
de parada 66

Mudanca no quadro de leitura no cddon14, cddon
de parada 133

Mudanca no quadro de leitura no c6don57, cédon
de parada 141

Mudancga no quadro de leitura no c6don53, codon
de parada 69

ND

Mudanca no quadro de leitura no cédon61, cédon
de parada 142

Mudanca no quadro de leitura no cédonl1l, cédon
de parada 39

Mudanca no quadro de leitura no c6don62, cédon
de parada 74

Glu40stop

Mudanca no quadro de leitura no c6don20, codon
de parada 136

Mudanca no quadro de leitura no c6don65, cddon
de parada 77

Substituicdo - mutacéo silenciosa

PTC2

PTC 1-3'

PTC 1-5'

PTC 1-5

PTC?2

PTC 1-5

Desconhecido

PTC 1-5'

PTC2

PTC 2

PTC 1-5

Desconhecido

PTC2

PTC 1-5'

PTC 1-3'

PTC 1-5

PTC 2

PTC 1-3

Desconhecido



36 F 24 63,3 LMA ¢.149 169dupCCTCCACTGCCCC Mudanca no quadro de leitura no c6don50, cédon  PTC 1-5'

de parada 71
37 F 18 13,3 LMA ¢.159 165 dupCACCGCT Mudanca no quadro de leitura no cédon55, cédon  PTC 1-5'
de parada 69
38 M 1 95,6 TAM ¢.187_188insT Mudanca no quadro de leitura no c6don63, cédon  PTC 1-3'
de parada 67
39 M 18 15,3 LMA ¢.138 139insTCCTC Mudanca no quadro de leitura no cédon48, cédon  PTC 2
de parada 138
40 F 0 90,7 LMA ¢.221T>C Erro de splicing Erro de splicing
41 F 7 4,4 LMA c.156 _157insCA Mudanca no quadro de leitura no cédon53, codon  PTC 2
de parada 137
42 M 2 8,1 TAM ¢.85G>T (p.E29%) Glu29stop PTC 1-5'
43 M 0 66,9 TAM c.151ins8 Mudanca no quadro de leitura no cédon51, cédon  PTC 2
de parada 139
44 M 0 18,2 TAM c¢.145 146insCT Mudanca no quadro de leitura no cédon49, cédon  PTC 2
de parada 137
45 M 0 7,6 LMA .12 _13insC (p.P4fs*35) Mudanca no quadro de leitura no cédon5, cddon de PTC 1-5'
parada 39
46 M 0 22,0 TAM ¢.187_188insTACT Mudanca no quadro de leitura no c6don63, cédon  PTC 1-3'
de parada 68
47 M 15 6,0 LMA .90 91delAG Mudanca no quadro de leitura no c6don30, cédon  PTC 1-5'
de parada 38
48 M 4 13,1 LMA .84 86del AGA Mudanca no quadro de leitura no c6don28, cddon  PTC 1-5'
de parada 66
49 F 2 4,6 TAM ¢.108dupT Mudanca no quadro de leitura no cédon38, coédon  PTC 1-57
de parada 40
50 F 5 24,0 LMA ¢.193ins17 ND Desconhecido
51 F 1 23,7 TAM  ¢.219A>C (p.V74_C199del) Erro de splicing Erro de splicing
52 F 34 3,0 LMA ¢.220G>A (p.V74l) Erro de splicing Erro de splicing

N°, nimero de identificacdo dos pacientes; Leuco, leucometria (x10%/1); Diag, diagndstico; LMA, leucemia mieloide aguda; TAM, mielopoese anormal transitéria. Em negrito
valores estatisticamente significantes.
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APENDICE E - RESULTADO DAS ANALISES DENSITOMETRICAS

Paciente Tipo de Banda Banda Relacéo

Paciente (N. Lab) No. mutacao superior | inferior | inferior/superior
490/2004 1 PTC 1-5' 125,46| 462,05 4
204/2006 2 PTC 1-5' 518,85| 126,71 1
061/2007 3 PTC 1-5' 477,31 212,80 1
455/2008 4 PTC 1-5' 153,36| 650,02 4
754/2008 5 PTC 1-5' 111,02| 674,74 6
444/09 6 PTC 1-5' 87,37 700,04 8
688/09 7 PTC 1-5' 163,47| 615,21 4
0083/2010 8 PTC 1-5' 17,95 25,73 1
351/2010 9 PTC 1-5' 65,77| 564,32 9
158/11 10 PTC 1-5' 70,71| 569,97 8
182/11 11 PTC 1-5' 72,94| 483,35 7
0388/12 12 PTC 1-5' 7,22 35,00 5
0234/13 13 PTC 1-5' 102,36| 429,48 4
345/2008 14 PTC 1-3' 29,41| 688,19 23
343/2010 15 PTC 1-3' 27,14 748,14 28
527/2010 16 PTC 1-3' 16,35| 621,23 38
282/11 17 PTC 1-3' 72,80 707,25 10
306/2008 18 PTC 2 55,94| 737,37 13
602/2008 19 PTC 2 112,65 97,11 1
447/09 20 PTC 2 98,34| 629,92 6
452/2010 21 PTC 2 72,85| 707,19 10
307/11 22 PTC 2 38,60| 640,94 17
276/12 23 PTC 2 112,59 97,71 1
0029/13 24 PTC 2 29,89| 595,67 20
592/09 ou 602/09 25 PTC2 78,12| 494,47 6
0467/12 26 PTC2 61,47| 634,63 10
483/11 27| Splicing error 12,65 620,02 49
0412/13 28| Splicing error 6,77 70,62 10
0030/14 29| Splicing error 30,33| 944,18 31
K562 30 K562 60,31| 716,20 12
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APENDICE F - ESQUEMA TERAPEUTICO

POG 9421
Modificado

INDUCAO

1° INDUCAO
29/09/10 a 04/09/10

—

2° INDUCAO
01/11/10 a 05/11/10

25mg de ARA-C (D1 a D7)
12mg de Dauno (D1 a D3)
50mg de 6-TG (D1 a D7)
25mg de ARA-C IT (D1)

ARA-C altas doses
400mg de ARA-C (D1)
520mg de ARA-C (D2 a D5)

Dose cumulativa final
ARA-C: 4930 mg
Dauno: 36 mg
6-TG: 350 mg
Mitox: 36 mg
VP-16: 550 mg

CONSOLIDACAO

1° CONSOLIDACAO
07/12/10 a 10/12/10

—>

2° CONSOLIDACAO
29/12/10 a 04/11/10

—>

3° CONSOLIDACAO
07/02/11 a 11/02/11

5mg de Mitox (D1 a D4)
55mg de VP-16 (D1 a D5)

ARA-C altas doses
450mg de ARA-C (D1 a D5)

4mg de Mitox (D1 a D4)
55mg de VP-16 (D1 a D5)

DRM l

D15
M1

¥ ¥

D22 D31

M1 M1

¥

D137
Medula em remissao

Figura 6.5. llustracdo do esquema terapéutico baseado no protocolo “POG Study 9421 de um caso com
LMA e mutagdo no GATAL. ARA-C, citarabina; Dauno, daunorribicina; 6-TG, tioguanina; Mitox,
mitoxantrone; VP-16, vepeside; DRM, doenga residual minima
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BFM
Modificado

INDUCAO

1° INDUCAO (AIE)
11/02/06 a 24/02/06

50mg de ARA-C (D1 a D2)
100mg de ARA-C (D3 a D8)

b 20mg de Dauno (D3, D5 e D7)

70mg de VP-16 (D6 a D8)
34mg de ARA-C IT (D8 e D14)

Dose cumulativa final
ARA-C: 13.110 mg
Dauno: 99 mg
VP-16: 416 mg

CONSOLIDACAO

10 20 82

CONSOLIDAGAO CONSOLIDAGCAO CONSOLIDAGAO
(A > (ham) > (HAE)

28/03/06 a 02/04/06 16/05/06 a 22/05/06 10/07/06 a 15/07/06

275mg de ARA-C (D1 a D4)
13mg de Dauno (D3 a D5)
34mg de ARA-C IT (D1 e D6)

1060mg de ARA-C (D1 a D3)
3,7mg de Mitox (D3 a D4)
34mg de ARA-C IT (D1 e D6)

2600mg de ARA-C (D1 a D3)
54mg de VVP-16 (D2 a D5)
34mg de ARA-C IT (D6)

CONSOLIDAGCAO

. 40mg/dia de 6-TG
Manutencéo
(1 ano) L 22mg de ARA-C (D1 a D4)
07/08/06 a 05/09/07 Né&o feito ARA-c IT 1lvez/semana (4 semanas)
DRM ‘
D42

Medula em remissao

Figura 6.6. llustragdo do esquema terapéutico baseado no protocolo “AML-BFM 2004
INTERIM” de um caso com LMA e mutacdo no GATALl. ARA-C, citarabina; Dauno,
daunorribicina; 6-TG, tioguanina; Mitox, mitoxantrone; VP-16, vepeside; DRM, doenca
residual minima.
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APENDICE G — TABELA GRUPO TRANSCRITOS

Tabela 6.7. Fatores associados ao tipo de mutacdo e niveis de expressdo dos transcritos
génicos do GATAL de 44 criangas com TAM ou LMA, Brasil 2000-2014

Caracteristicas PTC 1-5'e PTC2,  Erro de splicing
N (%) e PTC1-3, N (%) RR (IC95%) p-Valor

Género
Masculino 21 (58,3) 3(37,5) 1,0 (0,8-1,5) 0,436
Feminino 15 (41,7) 5 (62,5)

Cor da pele
Branca 28 (77,8) 4 (50,0) 1,3(0,8-1,9) 0,185
N&o branca 8 (22,2) 5 (50,0)

Hepatomegalia
Sim 27 (75,0) 5 (62,5) 1,1 (0,8-1,5) 0,663
Né&o 9 (25,0) 3(37,5)

Esplenomegalia
Sim 26 (72,2) 4 (50,0) 1,2 (0,8-1,7) 0,242
Né&o 10 (27,8) 4 (50,0)

Linfonodomegalia
Sim 5(13,9) 1(12,5) 1,0 (0,7-1,5) 1,000
Né&o 31 (86,1) 7 (87,5)

Diagnostico (WHO)
LMA 23 (63,9) 4 (50,0) 1,1 (0,8-1,4) 0,690
TAM 13 (36,1) 4 (50,0)

Evolugdo para LM-SD*
Sim 18 (52,9) 2 (28,6) 1,2 (0,9-1,6) 0,410
N4o 16 (47,1) 5(71,4)

Tratamento

quimioterapico
Sim 21 (63,6) 5(71,4) 0,9 (0,7-1,2) 1,000
Né&o 12 (36,4) 2 (28,6)

Resposta ao tratamento
Completa 12 (80,0) 3(75,0) 1,1 (0,6-1,9) 1,000
Parcial ou falha 3 (20,0) 1(25,0)

Remissdo clinica inicial
Sim 13 (81,2) 4 (80,0) 1,0 (0,5-1,9) 1,000
Né&o 3(18,8) 1(20,0)

Status
Vivo 21 (61,8) 5 (62,5) 0,9 (0,7-1,3) 1,000
Morto 13 (38,2) 3(37,5)

Morte Precoce
Sim 12 (35,3) 2 (28,6) 1,0 (0,7-1,3) 1,000
N4o 22 (64,7) 5(71,4)

n, namero total de pacientes. LMA, leucemia mieloide aguda; TAM, mielopoese anormal
transitdria; PTC 1, antes da metionina 84 (PTC 1-3* ¢ PTC 1-5”); PTC 2, apds a metionina 84.
*TAM com evolucéo para leucemia mieloide da sindrome de Down.
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APENDICE H - TABELA SOBREVIDA

Tabela 6.10. Analise de sobrevida em 2 anos de 69 criancas diagnosticadas com LMA no
periodo de 2000 a 2014

Caracteristicas demogréficas, Total, N/ Evento, Sobrevida em 2 anos,
clinicas e bioldgicas N Mediana (IC 95%) p-Valor
Idade (meses)
<24 15,7 (3,0-28,3) 0,709
>24 6,0 (ND)
Género
Masculino 35/20 12,1 (6,2-18,0) 0,303
Feminino 27/11 ND
Cor da Pele
Branca 46/22 20,5 (ND) 0,688
N&o branca 16/9 13,4 (0,0-34,3)
Cardiopatia congénita
Sim 33/16 20,5 (ND) 0,904
Né&o 29/15 15,7 (0,0-32,0)
Leucometria
<50 57/29 15,7 (ND) 0,817
>50 5/2 ND
Hepatomegalia
Sim 47125 15,7 (0,6-31,0) 0,370
Né&o 15/6 ND
Esplenomegalia
Sim 42/21 15,7 (ND) 0,941
Né&o 20/10 20,6 (ND)
Linfonodomegalia
Sim 9/5 23,0 (0,0-63,4) 0,702
Né&o 53/26 20,5 (ND)
Leucemia “cutis”/cloroma*
Sim 3/0 ND 0,129
Né&o 59/31 ND
Mutacdo somética (GATAL)
Mutado 26/13 15,7 (ND) 0,567
Selvagem 15/6 ND
TAM prévia
Sim 23/11 ND 0,519
Né&o 27/14 14,1 (0,0-35,5)
Tratamento
Adequado 26/11 ND 0,542
Inadequado 33/18 13,4 (ND)
Sobrevida total 15,7 (ND)

N, nimero total de pacientes; ND, ndo disponivel; IC, intervalo de confian¢a; * todos os casos
foram censurados.
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