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RESUMO

INTRODUCAO: A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é o cancer mais comum na
infancia, correspondendo a 30% das neoplasias pediatricas. O pico de incidencia
ocorre entre 2 e 5 anos e as taxas de sobrevida ultrapassam 90% nos paises
desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento, as taxas de sobrevida séo
inferiores, o que é atribuido a limitacdo de acesso a assisténcia e a maior mortalidade
por toxicidade. Mesmo sob condi¢des ideais, existem subgrupos de pacientes com
LLA-B que nado respondem ao tratamento ou apresentam recidiva. A caracterizacao
biolégica possibilitou a identificagdo de novos subtipos de LLA-B e o desenvolvimento
de novas ferramentas terapéuticas. No Brasil, a avaliacdo das leucemias através de
biologia molecular e sequenciamento genético é restrita a alguns centros de
pesquisa. Nesse contexto, surge a necessidade da determinacdo dos subtipos
biolégicos de LLA B e da sua evolucdo em um centro de referéncia brasileiro.
OBJETIVOS: Identificacdo dos subtipos biolégicos de LLA B, descricao da frequéncia
desses subtipos e correlagdo dos subtipos com a evolucao clinica. METODOLOGIA:
Foram avaliados pacientes com idade entre 1 e 18 anos, admitidos no HCB com
diagnostico de LLA-B entre julho de 2018 e setembro de 2023. Os pacientes
receberam tratamento segundo dois protocolos: BFM-ALLIC2009 modificado (122
pacientes) e GBTLI2021 (34 pacientes). Para caracterizacao bioldgica, amostras de
MO foram avaliadas por citogenética convencional, RT-PCR (ETV6::RUNX1Z,;
TCF3::PBX1, BCR::ABL1, rKMT2A, P2RY8::CRLF2), MLPA (IKZF1, PAX5, ERG,
IAMP21), RFLP e andlise de fragmento capilar (mutacbes no FLT3) e
sequenciamento de Nova Geracdo (NGS). Foi estudada a correlagcdo entre os
subtipos bioldgicos da LLA B e os valores de Doenca Residual Minima (DRM),
ocorréncia de recaida e taxas de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de evento
(SLE). RESULTADOS: Foram avaliadas 156 pacientes. As taxas de SG foram iguais
a 100%, 86% e 59% em pacientes tratados pelo protocolo BFM-ALLIC2009
adapatado e classificados como baixo, intermediario e alto risco respectivamente. A
principal causa de 6bito foi infecgdo associada a neutropenia. Foram considerados
14 subtipos de LLA B, nos quais foram incluidos 86% dos pacientes. LLA
ETV6::RUNX1 (26%) e alta hiperdiploidia (19%) foram os subtipos mais comuns.
Pacientes com IKFZ1PUs apresentaram menor SG (48%, p=0,04, Teste Log-rank
Mantel Cox), alteracdes no PAX5 foram associadas a maiores valores de DRM no
D33 (p=0,03, teste Mann Whitney), maior chance de recidiva (teste exato de Fisher,
p=0,04) e menor sobrevida (SG 33%, p=0,005 e SLE 55,5% p=0,01,) e mutagédo TKD
no FLT3 foi associada com recidiva (Teste exato de Fisher, p=0,04). Pacientes com
P2RY8::CRLF2 no apresentaram evolucéo desfavoravel. CONCLUSAO: As taxas
de sobrevida estdo aguém do encontrado nos centros internacionais e podem ser
incrementadas através da reducdo da mortalidade associada ao tratamento. A
evolugédo divergente do esperado em alguns subtipos de LLA B reforca para a
importancia da caracterizacdo da biologia e evolucdo das LLA B no Brasil.
Identificamos a necessidade de ampliar o nimero amostral e de avaliar novos
marcadores, incluindo fatores genéticos associados a maior susceptibilidade aos
efeitos toxicos da quimioterapia e que justifiquem a maior mortalidade relacionada ao
tratamento.

Palavras-Chave: Leucemia-Linfoma Linfoblastico de Células Precursoras B;
Medicina de Precisao; Biologia Molecular; Biomarcadores Tumorais.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common cancer
in childhood, accounting for 30% of pediatric neoplasms. The peak incidence occurs
between 2 and 5 years of age, with survival rates exceeding 90% in developed
countries. In developing countries, survival rates are lower, attributed to limited access
to healthcare and higher mortality from treatment-related toxicity. Even under optimal
conditions, certain subgroups of B-ALL patients do not respond to treatment or
experience relapse. Biological characterization has enabled the identification of new
B-ALL subtypes and the development of novel therapeutic tools. In Brazil, leukemia
assessment through molecular biology and genetic sequencing is restricted to a few
research centers. Thus, there is a need to determine the biological subtypes of B-ALL
and their clinical course at a Brazilian reference center. OBJECTIVES: To identify the
biological subtypes of B-ALL, describe the frequency of these subtypes, and correlate
them with clinical outcomes. METHODOLOGY: Patients aged 1 to 18 years, admitted
to the HCB with a diagnosis of B-ALL between July 2018 and September 2023, were
evaluated. Patients received treatment according to two protocols: modified BFM-
ALLIC2009 (122 patients) and GBTLI2021 (34 patients). For biological
characterization, bone marrow samples were evaluated by conventional cytogenetics,
RT-PCR (ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1, BCR::ABL1, rKMT2A, P2RY8::CRLF2), MLPA
(IKZF1, PAX5, ERG, iIAMP21), RFLP, capillary fragment analysis (FLT3 mutations),
and Next-Generation Sequencing (NGS). The correlation between B-ALL biological
subtypes and minimal residual disease (MRD) values, relapse occurrence, overall
survival (OS), and event-free survival (EFS) rates was analyzed. RESULTS: A total of
156 patients were evaluated. OS rates were 100%, 86%, and 59% in patients treated
with the adapted BFM-ALLIC2009 protocol and classified as low, intermediate, and
high risk, respectively. The leading cause of death was infection associated with
neutropenia. Fourteen B ALL subtypes were identified, encompassing 86% of patients.
ETV6::RUNX1 ALL (26%) and high hyperdiploidy (19%) were the most common
subtypes. Patients with IKZF1P"s had lower OS (48%, p=0.04, Log-rank Mantel Cox
Test), PAX5 alterations were associated with higher MRD levels on D33 (p=0.03,
Mann-Whitney Test), higher relapse risk (Fisher's Exact Test, p=0.04), and lower
survival (OS 33%, p=0.005, EFS 55.5%, p=0.01). FLT3 TKD mutation was associated
with relapse (Fisher's Exact Test, p=0.04). Patients with P2RY8::CRLF2 did not show
unfavorable outcomes. CONCLUSION: Survival rates are below those observed in
international centers and could be improved by reducing treatment-related mortality.
The divergent clinical outcomes in certain B-ALL subtypes underscore the importance
of characterizing the biology and progression of B-ALL in Brazil. We identified the need
to increase sample size and assess new markers, including genetic factors associated
with greater susceptibility to chemotherapy-related toxicity, which may explain the
higher treatment-related mortality.

Keywords: Precursor B-Cell Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma; Precision
Medicine; Molecular Biology; Tumor Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma neoplasia secundéaria a
transformacéo de células progenitoras de linfécitos (B ou T) na medula éssea,
acarretando proliferacdo celular desordenada e prejuizo da diferenciacdo dos
linfoblastos. As células neoplasicas (linfoblastos) infiltram a medula déssea e
impedem a hematopoiese (Pizzo; Poplack, 2015; Kaplan, 2019; Malard, Mohty,
2020).

As LLAs sdo a causa mais comum de cancer na faixa etaria pediatrica,
correspondendo a aproximadamente 30% das neoplasias malignas em pacientes
até 18 anos de idade. (Zhang; Habebbu; Li, 2022; National Cancer Institute, 2021).
Na maioria dos casos (85%), as LLA decorrem de progenitores de células B (LLA-
B) e em 15% das LLA séo originarias de células T (LLA-T). Podem ocorrer em
gualquer faixa etaria, mas cerca de 60% dos casos sao diagnosticados em criancas
e adolescentes até 20 anos de idade (Inaba; Pui, 2021).

Em paises desenvolvidos, as taxas de sobrevida global de criancas com LLA
(incluindo B e T) superam 90% (Inaba; Pui, 2021). (Figura 1)

[ i Ea—
—\
90- 7006-2009 {N=6530) : .
2000-2005 (N=7835)
1995-199 (N =7287)
30 N 19891994 (N «3200)

19831988 (N~13711)
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40 \

30 \
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0 Y T T 1
0 2 4 6 B 10

Tempo desde o diagndstico (ano)
Figura 1 - Sobrevida Global de criangas com LLA incluidas nos estudos clinicos do Children’s Cancer

Group (CCG) e Children’s Oncology Group (COG), 1968-2009.
Fonte: Hunger; Mullighan, 2015.
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1.1 Epidemiologia

S&o descritas taxas de 36,2 casos de LLA (incluido LLA B e LLA T) por milh&o
de pessoas nos EUA, com variacao entre as populacdes de etnia hispanica (40,9
por milh&o), branca (35,6 por milhdo) e negra (14,8 por milh&o) (Steliarova-Foucher
eta.l, 2017).

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o triénio
2020-2022, foram esperados 10810 casos novos de leucemia na infancia por ano
no Brasil, sendo 5920 casos em meninos e 4890 em meninas (INCA, 2020). Em
2009, de Carmargo avaliou dados de 14 registros de base populacional de cancer
(RBPC) e encontrou taxas de incidéncias de leucemia que variaram de 21 casos por
milh&o em Salvador a 67,5 casos por milhdo em Goiania (De Carmargo et al., 2010).
As diferengas nas taxas de incidéncia de LLA podem ser atribuidas a fatores como
dificuldade de diagnostico, falhas nos sistemas de notificacdo e até mesmo
diferencas reais na incidéncia da doenca decorrentes de fatores genéticos e
ambientais (Feliciano; Santos; Pombo-De-Oliveira, 2018).

A LLA é diagnosticada mais frequentemente em pacientes do sexo masculino,
com uma razédo de aproximadamente 1,2:1 a 1,3:1. O pico de incidéncia de LLA
ocorre entre os 2 e 5 anos de idade. O aumento do aparecimento das leucemias
nessa faixa etéria parece estar relacionada ao periodo de hiperplasia do tecido
linfoide (Howlader et al., 2017; Kratzer et al, 2023; Greaves, 2018; Inaba; Pui, 2021).

Nos paises com excelentes condicdes de tratamento, as taxas de sobrevida
global (SG) de LLA na infancia superam 90%, entretanto, h4 uma grande
disparidade entre diferentes locais e paises do mundo, com variacao de taxas de
sobrevida de 50% aos 90% (Bonaventure et al., 2017). No Brasil, Chile, Colémbia,
Peru e Tailandia a sobrevida glogal em 5 anos ainda € inferior a 70%, mesmo apos
a correcao para as taxas de mortalidade infantil. Na China, Equador e México as
taxas de sobrevida global s&o inferiores a 60% (Figura 2) (Allemani et al., 2018).

O Hospital da Crianca de Brasilia (HCB) € um hospital publico pediatrico
terciario e de alta complexidade. Sua construcéo foi idealizada na décade de 80 por
uma associacdo de apoio a familiares de criangas com cancer criada por pais de
pacientes oncoldgicos. Foi inaugurado em 2011 e desde entdo, € centro de
referéncia para atendimento de criancas com doencas complexas do Distrito

Federal e entorno, e recebe pacientes provenientes das diferentes regides do Brasil.
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E a unica instituicio puablica no Distrito Federal habilitada para tratamento de
criancas com cancer e recebe anualmente cerca de 180 casos novos de criancas
com cancer, sendo 25 a 30 casos de LLA B. Em analise dos casos tratados entre
1999 e 2018, foi observada uma taxa de SG de aproximandamente 70% (dados de

registro interno, nao publicados).
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Figura 2 - Distribuicdo de Sobrevida Global em 5 anos (%) para criancas (0 a 14 anos) diagnosticadas
com leucemia linfoblastica aguda: continentes e paises.

Vermelho: paises da América do Sul; laranja: paises da América Central; amarelo: paises da Asia; azul:
paises da Europa e verde paises da Oceania. *Dados com 100% de cobertura da populagao nacional.
TEstimativa nacional ndo padronizada por idade. 8Estimativa nacional marcada como menos confiavel
porque as Unicas estimativas disponiveis sao provenientes de um ou mais registros nesta categoria.
Fonte: ALLEMANI et al., 2018.

1.2 Histdria: da identificacdo ao tratamento bem-sucedido

O primeiro registro de tratamento medicamentoso levando a remissao da
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Leucemia Aguda, foi publicado em 1948, quando foi descrito que o uso da

aminopterina, um antagonista do acido folico em 16 criangcas com leucemia aguda,

acarretou melhora clinica em 10 casos e remissdo hematologica em 5 desses casos
(Farber; Diamond, 1948).

Desde entdo, diversos avancos aconteceram até que chegassemos a

realidade atual, em que a LLA é um verdadeiro modelo de sucesso do tratamento

oncoldgico (Quadro 1).

Quadro 1 - Historia do tratamento da LLA

Periodo Marco Referéncia
Décadas de 60 e 70: descricdo e inicio do tratamento
1961 Primeira de;crlgao da associacdo de metotrexato e 6- Frei et al., 1961
mercaptopurina.
(St Jude Childrens Hospital) - abordagem terapéutica para a
LLA baseada em diferentes componentes: Inducdo de
1962 remissao, tratamento direcionado para o SNC (com irradiagéo | Pinkel, 1971
craniana e metotrexato intra-tecal), terapia de intensificacéo
(consolidacao) e tratamento de continuacao.
(St Jude Childrens Hospital): Cura de cerca da metade dos
- . i A l., 1971
DI 35 pacientes envolvidos no Total Therapy Study V. ureta
Década de 80: elevacédo das taxas de cura para 70%
1981 (Grupo_ BFIYI Berlim-Frankfurt-Muster) (BFM) — Uso da Henze et al., 1981
consolidacéo Il
(Dana- Eaber Cancer Center) — Incorporacao da L- Sallan et al,, 1983
asparaginase
1983 = -
Terapia tripla intra-tecal e maiores doses de metotrexato Freeman et al, 1983;
para previnir recidiva no SNC Pui et al., 2009
1987 Eliminagao da irradiacdo craniana como componente do Henze et al,, 1987
tratamento da LLA.
Década de 90: taxas de cura 80%
Doses de quimioterapia (metotrexato e 6-mercaptopurina) E ¢ al 1986:
1986 2 1995 | individualizadas e adequadas & sensibilidade dos pacientes K\r’;r:';sekiaei L e
aos efeitos da droga.
(“Ponte di Legno Childhood ALL Working Group”): investigar
1995 a biologia, heterogeneidade e o tratamento ideal para os | Puietal., 2004
subgrupos de LLA de alto risco.
Século XXI: taxas de cura 90%
. . 5 L . . Schultz et al, 2009;
Inicio do A incorporagéo do Imatinib, inibidor de tirosina quinase, como | Arico et al., 2010;
século XXI | tratamento de primeira linha para criancas com LLA B Ph+ géi%kmann: Schrappe,
2005 Uso de DRM para avaliacdo de resposta ao tratamento g%fgﬂ';tetefglzg%glz
Boer et al, 2017;
2014 Descricdo de subtipo LLA Ph like Harvey, Tasian, 2020;
Arber, et al., 2016

Para a continuidade da “histéria do tratamento da Leucemia”, os esforgcos
estdo atualmente voltados para identificacéo de pequenos grupos de pacientes com
LLA de alto risco e com progndéstico inferior, para 0s quais Sdo necessarias e estao

justificadas maiores mudancas na abordagem terapéutica.
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1.3 Etiologia

A LLA decorre de uma transformacdo maligna de uma célula progenitora
hematopoiética que adquire a capacidade de expandir e de auto renovacao indefinida
(Pizzo; Poplack, 2015). Os eventos que levam a essa transformacdo maligna sao

multifatoriais e complexos.

Genética

A observacéo de alteracdes genéticas nas células leucémicas, a associacao
de alteragcdes cromossomcas constitucionais com LLA, a descricdo de casos de
leucemia familiar, uma maior incidéncia de leucemia entre irmdos gémeos
(concordéancia de 10 a 15%), sdo evidéncias de que o processo de leucemogénese
esta fortemente associado a ocorréncia de alteragBes genéticas sométicas (Blaney
et al., 2020).

As alteracbes genéticas observadas na LLA incluem aneuploidias
(hiperdiploidia ou hipodiploidia), rearranjos cromossémicos que desregulam a
expressdo génica ou resultam na expressao de proteinas de fusdo, delecdes e
ganhos de DNA e muta¢cdes de sequencias de DNA (Harrison, 2009).

As bases genéticas associadas a LLA parecem ser poligénicas. Os genes
associados a LLA estdo diretamente envolvidos com os processos de proliferacdo e
diferenciacéo de células sanguineas, sugerindo que uma variante genética herdada
contribui para uma vulnerabilidade das células hematopoiéticas, desencadeando o
processo inicial da tumorigénese no periodo intra-utero ou pos natal (Xu et al., 2013;
Malard; Mohty, 2020). Entretanto, por si s6, muitas das alteracdes genéticas
associadas com a LLA n&o sdo determinantes causais suficientes para o
desenvolvimento da doenca e existe uma interagcdo entre fatores ambientais,
infecciosos e imunoldgicos (Malard; Mohty, 2020).

A grande maioria das criangas portadores de variantes genéticas associadas
a LLA néo desenvolvera a doenca, e portanto, ndo existe recomendacao para rastreio

(“screening”) de susceptibilidade genética para LLA (Malard; Mohty, 2020).

Fatores ambientais

A elevada incidéncia de leucemia em sobreviventes dos ataques nucleares no
Japao durante a segunda guerra mundial, foi a principal evidéncia para a associacao

entre a exposicao a radiagcdo ionizante e o surgimento de leucemia. O risco de
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leucemia esté relacionado a dose de radiagdo a qual o paciente € exposto e o tipo de
leucemia desenvolvido esta associado com a idade. Criangcas desenvolvem mais
comumente LLA e adultos desenvolvem Leucemias Mieldides Agudas (LMA) (Pizzo;
Poplack, 2015)

Ao longo das ultimas decadas, vérios estudos foram desenvolvidos com o
intuito de identificar a associacdo entre a exposi¢cdo a fatores ambientais com a
leucemogénese. Entre os fatores estudados estdo a exposicdo a herbicida e
pesticidas, uso de 4&lcool na gravidez, uso de contraceptivos esteroidais,
contaminacdo da &gua do solo, tabagismo paterno pré concepcdo e durante a
infancia, moradia proximo a estacdo de de petrdleo, exposicdo a baixas doses de
radiacdo ionizante, exposi¢cdo a campos eletromagnéticos. (Stiller, 2004; Greaves,
2006; Belson; Kingsley; Holmes, 2007). Os resultados dos diferentes estudos sao

conflitantes e os achados pouco consistentes (Buffler et al, 2005).

Infeccao Viral

Por mais de 100 anos, houve um grande interesse em se avaliar a associacéo
entre a ocorréncia de LLA e infeccdes virais, mas nenhuma relacéo significativa foi
encontrada e as tentativas de identificacdo de virus com potencial leucemogénico
foram frustradas (Greaves, 1988, 2006).

Ao contrario, foi observado que uma maior incidéncia de hepatite A estava
relacionada a menores taxas de indicéncia de LLA (Greaves, 2006).

Baseados nesses achados, foi sugerido que a maior ocorréncia de LLA em
paises desenvolvidos, quando comparados a paises mais pobres, pode estar
relacionada a uma menor exposi¢cado a agentes infecciosos nos primeiros meses de
vida. Uma resposta imune anormal e exacerbada durante uma exposicéo tardia a
agentes infecciosos comuns, seria uma explicacdo plausivel para o surgimento de

clones pre leucémicos (“Hipétese da infecgao tardia”) (Greaves, 2006).

Hipotese da Infeccdo Tardia

Essa hipotese foi proposta por Mil Greaves em 1988 para explicar a origem da
LLA B e é fundamentada em duas proposi¢cdes: uma resposta aberrante do sistema
imunoldgico diante de infecgbes comuns na infancia e a necessidade de dois eventos
criticos (um “iniciador” e um “provocador”) para o “acionamento” da LLA B (Greaves,
1988, 2018).
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Segundo Greaves, a exposicao “natural” a microorganismos durante o perido
perinatal e o primeiro ano de vida influenciam a fungéo e integridade de sistema
imunologico, através da estimulacéo de células T e sinalizacdo das vias regulatorias.
Prejuizos nessa “experiéncia microbiana natural”’, em decorréncia dos habitos de vida
da sociedade moderna, resultam em alteragbes na modulacdo ou desordens no
sistema imunonoldgico, que passa a reagir de forma desregulada diante de infeccbes
comuns na infancia favorecendo o desenvolvimento da LLA B.

Essa resposta imunolégica anormal as infeccdes comuns na infancia, seria o
evento provocador necessario para o desenvolvimento de LLA B em criancas
portadores de mutagbes “iniciadoras” ocorridas no periodo intra-atero. (Greaves,
2018)

Imunodeficiéncia

Imunodeficiéncias congénicatas e secundarias ao uso de imunossupressores
estdo associados a um maior risco de desenvovler neoplasias de células linfoides,
entretanto, normalmente tratam-se de linfomas de células B madura, sendo muito

rara a ocorréncia de LLA nessas circunstancias. (Pizzo; Poplack, 2015)

1.4 Fisiopatologia

Os mecanismos relacionados a génese da leucemia sdo similares entre
criancas e adultos e incluem expresséao aberrante de proto-oncogenes, translocacdes
cromossOmicas que originam genes de fusdo que codificam proteinas com atividade
de quinase e fatores de transcricdo modificados e hiperdiploidia envolvendo mais de
50 cromossomos (Pui et al., 2004).

Hiperdiploidia, BCR::ABL1 t(9;22)(q34.1;911.2), ETV6::RUNX1
t(12;21)(p13;922), TCF3::PBX1 t(1;19)(g23;p13), KMT2A::AFF1 t(4;11)(921;923), e
outras translocacdes envolvendo o gene KMT2A sao alteracdes tipicas e recorrentes
associadas ao desenvolvimento da LLA. Mutagdes germinativas nos genes ETV6,
RUNX1, PAX5 e IKZF1, estdo comprovadamente associadas a uma predisposicao
aumentada ao desenvolvimento de LLA (Lejman et al, 2022).

Os eventos oncogénicos iniciais induzidos por rearranjos cromossémicos e
mutacOes germinativas séo insuficientes para causarem, por si sO, 0 surgimento da

leucemia. Essas alteracdes genéticas provavelmente favorecem uma segunda
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classe de mutacdes que afetam os processos de proliferacdo e sobrevivéncia de
progenitores hematopoiéticos. (Speck; Gilliland, 2002).

Os eventos gendmicos secundarios que contribuem para a leucemogénese
incluem alterac6es do numero de copias (envolvendo fatores de transcricao linfoides)
e mutacdes de sequéncia genética (Malard; Mohty, 2020). Entre as mutacfes que
contribuem como um segundo evento para o “start” da leucemogénse, estédo
alteracdes nas vias de proteinas com atividade de protéina quinase (como a FLT3,
um tirosina quinase importante para o desenvolvimento e diferenciacdo de células
precussoras hematopoieticas), (Armstrong et al.,, 2004) e alteracdes em genes
supressores tumorais (como gene Rb e TP53).

Algumas mutacdes secundarias especificas, particularmente em reguladores
epigenéticos, (TBL1XR1 em ETV6::RUNX1 e SETD2 em LLA hiperdiploide) podem
aumentar a estratificagéo de risco dos paciente (Brady et al, 2022).

N&o existe uma sequéncia Unica e linear de eventos genéticos e ativacdo de
cascatas intra-celulares responsavel pelo desenvolvimento de LLA na infancia. As
vias associados com os processos de proliferacéo, diferenciacéo celular, sinalizacao
e apoptose estdo interligadas. Mais de 300 genes indutores de leucemogénese
(“drivers”) tém sido propostos (Brady et al., 2022).

A identificacdo de combinacdes génicas caracteristicas tem revelado a ampla
diversidade dos mecanismos associados com a LLA e com os seus diferentes
subtipos, e a0 mesmo tempo pode orientar o desenvolvimento de modelos

experimentais que reproduzam a doenca.

1.5 Manifestacdes clinicas

As principais manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes com LLA B
estdo relacionadas ao:

a)Prejuizo da hematopoiese decorrente da infiltracdo da medula 0ssea por
células neoplasicas,

b)Infiltracdo leucémica nos oOrgdos do sistema linfohematopoietico
(adenomegalia, hepatomegalia e esplenomegalia),

c)Infiltragc&o leucémica em outros 6rgaos (sistema nervoso central, testiculos,
rins, etc)

Astenia, anorexia, perda de peso, febre, dor Ossea e artitrte sdo outros
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sintomas comuns relacionados ao processo inflamatorio sistémico (Quadro 2)
(Kaplan, 2019).

Quadro 2 - Manifestagdes Clinicas da LLA

Alteracéo laboratorial/

. . Sintoma
orgao acometido

Palidez cutanea, fgraqueza,
dispnéia aos esforgos

INFILTRAGAO DA MO Petéquias, equimoses,

(prejuizo da Plaquetopenia sanguarmento gengival,
hematopoiese) epistaxe

Anemia

Neutropenia Susceptibilidade a infeccées

. Linfonodos Adenomegalia
INFILTRACAO EM

ORGAOS DO

Figado Hepatomegalia

SISTEMA LINFO-
HEMATOPOIETICO

Baco Espleneomegalia

Ossos Dor 6ssea, dor articular, artite

Aumento indolor e uniforme do
Testiculos volume testicular. Consisténcia

INFILTRACAO EM endurecida

OUTROS ORGAOS Cefaléia, paralisia facial
SNC alteraces visuais, crises
convulsivas

Aumento das dimensbes e
Rins alterac6es da ecotextura do
parénquima renal

PROCESSO
INFLAMATORIO
SISTEMICO

Febre, astenia, anorexia, perda de peso, dores articulares,
artrite

(Pizzo; Poplack, 2015; Kaplan, 2019)

1.6 Diagnostico de LLA

O diagnéstico da LLA, baseado nas diretrizes da Organizacdo Mundial de
Saude (Classificacdo OMS), integra a caracterizacdo da célulo neoplasica através da
avaliacdo da morfologia, definigdo do imunofendtipo, caracterizacdo genética e

citogenética (Quadro 3).
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Quadro 3 - Classificagdo de Leucemias/linfomas Linfoblastico de Células B.
52 edicdo de Classificacdo de Tumores Hematologicos OMS.
Classificagdo OMS - 42 edigdo revisada

Classificacdo OMS - 52 edicéo

Leucemia/linfoma linfoblastico B nao

especificado

Leucemia/linfoma linfoblastico B nao

especificado

Leucemia/linfoma linfoblastico B com

alta hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com

hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com

hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com

hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
iIAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
iIAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
fusdo BCR::ABL1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
1(9;22)(g34;911.2); BCR::ABL1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
caracteristicas semelhantes a
BCR::ABL1 (Ph Like)

Leucemia/linfoma linfoblastico B
BCR::ABL1 Ph Like

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
rearranjo do KMT2A

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
t(v;11923.3); KMT2A-rearranjado

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
fusdo ETV6::RUNX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6::RUNX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
caracteristicas semelhantes a
ETV6::RUNX1

N&o incluido previamente

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
fusdo TCF3::BPX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
t(1;19)(923;p13.3); TCF3::PBX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
fusao IGH::IL3

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
t(5;14)(931.1;932.1); IGH/IL3

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
TCF3::HLF

N&o incluido previamente

Leucemia/linfoma linfoblastico B com

outra anormalidade genética definida

Leucemia/linfoma linfoblastico B com outra

anormalidade genética definida

1.6.1 Morfologia

De acordo com a classificagdo FAB (French-American-British), primeiro

sistema de classicacdo proposto para as leucemias agudas, o diagnostico de

Leucemia Linfoblastica Aguda é definido pelo presenca de 25% ou mais de células

precussoras de linfécitos na medula 6ssea. O sistema descreve caracteristicas

morfolégicas nas células neoplasicas que possibilitam diferenciar as leucemias
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linfoides agudas das leucemias mieloides agudas. Ainda segundo a classificacéo
FAB, a LLA pode ser classificada do ponto de vista morfolégico em 3 subtipos: L1,
L2 e L3. (Quadro 4) (Bennett et al., 1976, 1981).

Quadro 4 - Classificacdo Morfol6gica da Leucemia Linfoide Aguda (FAB

Caracteristica
Citolégica

Tamanho celular Predominantemente

Grande, com Grande, com

pequeno e variacdo no tamanho | tamanho
homogéneo homogéneo
Cromatina Homogénea Variavel, Finamente
heterogénea pontilhada e
homogénea
Forma nuclear Regular, pode Irregular, podendo Regular, ovalado ou
apresentar fenda ou | apresentar fenda ou | redondo
identacao identacao
Nucléolo Indistintos, ndo Um ou mais por Um ou mais por
visualizados células, grandes, célula, proeminentes

proeminentes

Quantidade de Escassa Moderadamente Moderadamente
citoplasma abundante abundante

Basofilia do Discreta Discreta Intensa
citoplasma

Vacuolizacao Variavel Variavel Intensa
citoplasmatica

A avaliacdo morfolégica € uma metodologia de diagndstico subjetiva e
dependente da experiéncia do examinador e atualmente é suplantada por técnicas
mais precisas e refinadas para o diagnéstico de LLA (imunofenotipagem e

caracterizacdo genética).

1.6.2 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem, realizada pela citometria de fluxo, consiste na
caracterizacdo imunologica da leucemia através identificagdo de antigenos
especificos expressos pelas células neoplasicas. Atualmente, a imunofenotipagem
€ 0 padréo ouro para o diagnéstico de LLA.

Essa caracterizacdo baseada na deteccdo de antigenos expressos pelas
diferentes linhagens das células hematopoéticas e nos diferentes estagios de
maturacéo, foi proposta em 1995 pelo EGIL (European Group for the Immunological
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Characterization of Leukemias - EGIL) com o objetivo de superar as limitagoes da
avaliacdo morfologica para o diagnostico das leucemias (semelhanca morfologica
entre diferentes subtipos, susceptibilidade a experiéncia do examinador) (Quadro 5)
(Bene et al, 1995).

A partir de 2008, a diretriz da Organizacdo Mundial de Saude (WHO
Classification of 2008) passou a incorporar a avaliacdo de imunofendétipo para a
definicdo e diagnostico das Leucemias Agudas (Campo et al, 2008; Vardiman et al,
2009; Béné et al., 2011).

Quadro 5 - Classificagéo de Leucemia Linfoide Aguda B
for the Immunological Characterization of Leukemias - EGIL

Positivo Negativo Negativo Negativo

Marcadores de Cadeias Imunoglobulinas
Subtipo LLA B | células B (cCD79, Intracitoplasmatic de superficie ou
CD19, CD22... as (IgM) cadeias leves
B-I
(proB)
B-II ‘ Positivo Positivo Negativo Negativo
(B Comum)

B-Ill Positivo Positivo/negativo Positivo Negativo
re-B

B-IV Positivo Positivo/negativo Positivo/negativo Positivo
B maduro

(BENE et al, 1995)

7

A imunofenotipagem € essencial ndo apenas para a confirmagdo do
diagnéstico de LLA, mas também para a determinacdo da linhagem celular
(diferenciacado entre célula T e B), para classificacdo em diferentes subtipos e para a
identificacdo de marcadores importantes para a afericdo da Doenca Residual Minima
(DRM) (Pizzo; Poplack, 2015; Kaplan, 2019; Malard; Mohty, 2020).

1.6.3 Avaliacdo Genética

A avaliacdo genética dos pacientes com diagnéstico de LLA é realizada
através de citogetética convencional e complementada pelas técnicas de hibridizacédo
por fluorescencia in-situ (FISH- flourescence in situ hibridisation) e RT-PCR.

De acordo com as alteragbes no numero de cromossomos identificados pela
citogenética convencional, as células leucémicas podem ser classificadas como
hiperdipléides (baixa ou alta hiperdiploidia) ou hipodiplodes (alta ou baixa
hipodiploida) (Lejman et al, 2022). Alteracdes estruturais (insercoes, delecbes e
translocacdes) podem ser identificadas por citogenética convencional, mas algumas

alteracdes gendmicas (translocacgdes especificas) sdo detectadas apenas através de
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FISH e RT-PCR (Quadro 6).

Avancos recentes em sequenciamento de nova geracdo (NGS- Next
generation sequencing) tém possibilitado o sequenciamento genémico de células
leucémicas e acredita-se que futuramente, quando essa metodologia se tornar
factivel e sustentavel rotineiramente, as técnicas atualmente adotadas para o
diagnostico e caracterizacdo das LLA poderdo ser substituidas (Malard; Mohty,
2020).

Quadro 6 - Classificacdo dos pacientes com LLA em relacdo ao cariétipo

Classificacéo Definicao Técnica de
Caridtipo & deteccao
o 46 XX
Cariotipo Normal 46, XY Bandamento G
Baixa hiperdiploidia
(47 a 50 cromossomos)
Hiperdiploidia >46 cromossomos Bandamento G
Alta hiperdiploidia
(>50 cromossomos)
Baixa hipodiploidia
S (<40 cromossomos)
Hipodiploidia <46 cromossomos Alta Hipodiploidia Bandamento G
(40 a 44 cromossomos)
Alteracoes Bandamento G
GO€ Insercdes, delecdes, rearranjos RT-PCR
estruturais FISH

1.6.4 Infiltracdo de SNC

Define-se infiltracdo de SNC em pacientes com LLA, a identificacdo de mais
que 5 leucocitos/mms3, com presenca de células blasticas, na amostra de liquido
cefalo-raquidiano (LCR). A infiltragdo de SNC esta presente em 3 a 5% dos pacientes
pediatricos com LLA B no momento do diagndstico e em 30 a 40% dos pacientes que
recidivam (Pui; Howard, 2008; Frishman-Levy; lzraeli, 2017).

No momento do diagnéstico é imprescindivel a identificacdo da infiltracédo
leucémica do SNC para direcionar o tratamento a ser instituido (intensidade e
frequéncia de QT intra-tecal e dose de medicamentos intravenosos) (Quadro 7)
(Capria et al, 2020).

Existem fatores de risco para envolvimento do SNC pela leucemia, entre eles,
alteracdes genéticas como a presenca da TCF3::PBX1 e a ocorréncia de punc¢ao
lombar traumatica (ou acidente de puncao lombar - APL) (Gajjar et al, 2000). Os
protocolos de tratamento recomendam a realizacdo de doses adicionais de
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quimioterapia intra-tecal tripla para pacientes com essas condi¢cdes (Burger et al,
2003; Dutch Childhood Oncology Group et al, 2006)

Quadro 7 - Definicao de “status” do SNC em pacientes com LLA

o o Blastos
“Status” do SNC Leucocitos/mm3 Hemacias/mm3 .
Leucémicos

SNC 1 Ausente

SNC 2 <5 <10 Presente
SNC 3 >5 <10 Presente
APL + N&o se aplica =10 Presente

APL - N&o se aplica =210 Ausente

SNC (sistema nervoso central); APL (acidente de pun¢éo lombar)

Assim como ocorreu em relacao a avaliagdo das amostras de MO, atualmente
existe uma necessidade de padronizacdo técnicas mais precisas e mais sensiveis
(como RT-PCR, imunofenotipagem por citometria de fluxo, FISH) para deteccéo de
linfoblastos em amostras de LCR e diversos estudos estdo direcionados com esse
objetivo (Biojone et al, 2012; Karapetyan et al, 2023; Rocha et al, 2023)

1.6.5 Infiltracdo testicular

O envolvimento dos testiculos pela LLA B, é raro em adultos, mas pode ser
observado em 1,1 a 2,4% dos meninos no momento do diagndstico. (Gajjar et al,
1996; Hijiya et al, 2005). Clinicamente, a infiltragdo testicular se manifesta pelo
aumento do tamanho e da consisténcia dos testiculos sem dor associada. (Nguyen
et al, 2021).

Com o uso de quimioterapia intensiva, especialmente altas doses de
metotrexato (MTX), a infiltracdo testicular passou a ser erradicada e atualmente é
pouco observada. Além disso, a utilizacdo de altas doses de MTX, possibilitou a
eliminacdo do tratamento local com radioterapia ou orquiectomia no diagnostico e

reduziu o risco de recidiva testicular (Nguyen et al, 2021).
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1.7 Fatores prognosticos

Desde o desenvolvimento dos primeiros protocolos de tratamento para LLA na
infancia (anos 80-90), surgiu a necessidade de identificar caracteristicas associadas
a pior evolugcéao da doenca com a intencéao de ajustar os esquemas quimioterapicos
de acordo com o potencial de gravidade (risco de recidiva) (Hammond et al, 1986;
Smith et al, 1996; Alexander, 2014).

Os primeiros fatores de mau prognastico identificados em criancas com LLA B
foram idade do paciente inferior a 1 ano ou superior a 10 anos e a leucometria inicial
superior a 50000 leucdcitos/mm?3 Smith et al, 1996 (Conter et al, 2010). Em seguida,
foi evidenciado que as criangas com rapida resposta apos a introducao de corticéide,
caracterizada por leucometria no oitavo dia de tratamento inferior a 5000/mm3 e
auséncia de blastos no sangue periférico, apresentavam evolugdo muito favoravel
guando comparada aos outros pacientes (Riehm et al, 1987). A infiltracdo do sistema
nervoso central (SNC), definida pela presenca de células leucémicas no liquor,
também foi associada a uma evolucao desfavoravel (Reiter et al, 1994 ; Schrappe;
Reiter ; Riehm, 1998; Pui et al, 2000 ; Alexander, 2014)

Atualmente, com a melhoria das técnicas do diagndstico, diversos
marcadores moleculares encontrados de forma recorrente em criangas com LLA sao
utilizados como fatores determinantes de prognostico. As LLA com hiperdiploidia,
ETV6::RUNX1, estdo relacionadas e melhor evolugcdo. Por outro lado, rearranjos no
KMT2A e BCR::ABL1, influenciam negativamente a LLA (Pui; Evans, 2013; Kaplan,
2019; Pui, 2020; Lejman et al, 2022 ; Zhang; Habeebu, 2022).

Com o refinamento do tratamento, muitos fatores que anteriormente exerciam
infuéncia negativa sobre a evolugdo dos pacientes passaram a ser suplantados (pelo
tratamento adequado ou pela identificacdo de outros fatores de maior impacto
prognéstico) e perderam o seu significado clinico. Um exemplo é o rearranjo
TCF3::PBX1, tradicionalmente relacionado a mau progndstico, mas que tem
mostrado prognostico favoravel com a adocdo de protocolos de tratamento mais
intensivos e direcionados a doenca no SNC (Felice et al, 2011; Pang et al, 2015).

No quedro 8 apresentamos um resumo de fatores progndésticos na LLA B.

Quadro 8 - Fatores Prognésticos de LLA B
Variavel

Bom prognéstico Mau progndstico

Clinicos Entre 1 e 10 anos < 1anoe>10 anos
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Infiltracdo no SNC Auséncia de infiltragéo > 5 Jeuc/mm® com
blastos no liquor
Leucometria incial < 50000/mm? >50000/mm3

Biolégicos

Citogenética Alta Hiperdiploidia Baixa Hiperdiploidia
Hipodiploidia
ETV6::RUNX1 BCR::ABL1

Rearranjo KMT2A

Rearranjo no DUX4

Delegdo ou mutacédo no

Molecular Delecdo ERG IKZF1,
Rearranjo NUTM1 Del KMT2A
LLA B Ph Like
Rearranjo MEFD2
Resposta ao corticoide | < 5000/mm3 (sem blastos) > 5000/mm3

Resposta
(GB no D8)

DRM DRM indetectavel no fim da

inducéo

ao

DRM positiva no fim da
tratamento )
inducao

(Lejman et al, 2022).

1.8 Avaliacdo de resposta ao tratamento: doenca residual minima (DRM), um
divisor de 4guas

A identificacdo, através de técnicas laboratoriais mais sensiveis (PCR e
citometria de fluxo), de células leucémicas remanescentes na medula 6ssea de
pacientes com critérios morfoldgicos de remisséo (< 5% de células blasticas) apos o
tratamento quimioterapico, da-se o nome de Doenca Residual Minima (DRM). A
sensibildade de deteccdo de DRM varia entre as diferentes técnicas utilizadas entre
10 a 10° (Radu et al, 2020).

A DRM pode ser pesquisada tanto em amostras de medula 6ssea como de
sangue periférico, entretanto, os niveis de DRM no sangue periférico sdo 1log abaixo
dos niveis observados na MO em pacientes com LLA T e até 3 log abaixo em
pacientes com LLA B. Desta maneira, recomenda-se a utlizacdo de amostras de MO
como método de escolha para afericdo de DRM (Brisco et al., 1997; Coustan-Smith
et al, 2002; Van der Velden et al., 2002).

A deteccdo de DRM em amostras de MO coletadas ap0s as fases inducao e
consolidagcéo, bem como os valores de DRM identificados sédo importantes preditores

de prognostico na LLA tanto em criangas como em adultos (Bassan et al., 2009;
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Conter et al., 2010; Schrappe et al, 2011; Beldjord et al., 2014 ; Ribera et al., 2014,
Kruse et al., 2020 ; Contreras Yametti et al., 2021).

Nas ultimas décadas, a DRM se consolidou como importante variavel de valor
prognéstico independente (Kruse et al., 2020) e € utilizada para o monitoramento da
eficicia terapéutica e estratificacdo dos pacientes em diferentes grupos de risco
(Quadro 9) (Borowitz et al., 2008 ; Gokbuget et al., 2012 ; Vora et al., 2014 ; Van
Dongen et al., 2012; Pui et al., 2015 ; Pieters et al., 2016).
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Quadro 9 - Protocolos de tratamento para LLA na infancia e momentos de coleta de DRM

Estudo Momentos de avaliagdo Ref

Total XVII DRM SP no D8 https://clinicaltrials.gov/study/NCT03117
folwstudy-plan
(St Jude) D15 751#study-plan

(Omar et al., 2022)

D22

Apo6 inducéo (6 semanas — D42)

AIEOP-BFM D15 (Conter et al, 2010)
ALL 2009 D33
D78
IC-BFM 2009 D15 (Campbell et al., 2023)
D33
D78
DFCI A EE T D32 (fim da inducéo) (Vrooman et al., 2018)
Consortium
Protocol  05-
001
French Pés Inducao (D35-D42) https://clinicaltrials.gov/study/NCT02716
PIOHEEE! Pés consolidacéo 233
(CAALL-FO1) BR: D65-75
MR: D95-105
HR/VHR: 95-105
GBTLI 2021 D19, D49 Protocolo de Tratamento da Leucemia

Aguda da Crianca e do Adolescente

ApoOs consolidacao (alto risco) GBTLI LLA — Estudo 2021

(Omar et al, 2022; Vrooman et al, 2018)

O primeiro protocolo de estudo proposto pelo Grupo Cooperativo Brasileiro de
Tratamento de Leucemias na Infancia (GBTLI) que adotou o uso de DRM como
ferramenta para avaliacdo de resposta terapéutica e classifica¢éo de risco foi o GBTLI
2009, aberto em dezembro de 2009. O protocolo preconizava a realizacdo de DRM
através de técnica simplificada de RT-PCR (Scrideli et al., 2009) ou por citometria de
fluxo no 15° dia (D15) e 35° dia (D35) de tratamento.

O atual protocolo proposto pelo GBTLI (GBTLI 2021) preconiza que a avaliacdo
da DRM seja realizada através de citometria de fluxo no décimo nono (D19), no
quadragésimo nono (D49) dias de tratamento e, para 0s pacientes em que o resultado
do D49 ainda esteja positivo, apds a consolidagéo.
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1.9 A biologia os subtipos de LLA

Inicialmente descrita como uma Unica doenca acometendo linfécitos B,
atualmente o que se denomina “Leucemia Linfoblastica Aguda” na verdade engloba
multiplas condi¢cdes distintas em relacdo as caracteristcias clinicas, alteracdes
genéticas e susceptibilidade ao tratamento quimioterapico.

Baseada na identificacdo de diferentes marcadores biologicas nas células
leucémicas, a quinta edicdo de classifcacdo da OMS de tumores linfo-
hematopoieticos (2022), classifica a LLA B em 13 subtipos distintos (Alaggio et al.,
2022). O avanco de tecnologias como NGS, com sequenciamento de exoma ou de
genoma completos, sequenciamento de transcriptoma (RNA-seq) e analises de
duplicacdo e delecdes, tém possibilitado a identificacdo de mais subtipos de LLA B,
que atualmente pode ser subdividida em mais de 30 subgrupos caracterizados por
“assinaturas genéticas” tipicas (Figura 3) (Hunger; Mullighan, 2015, 2015; Inaba; Pui,
2021).

A IAMP21, 1%
NUTM1, 1%
BCR::ABL1,2%
PAXS P80R, 3%

ETV6::RUNXT1 like, 1%
Quase haploidia, 1%
Baixa hapodiploidia, 1%

Alta Hipodiploidia, 2%

ETV6::RUNX1
25%

Baixa
Hiperdiploidia,
10%

Alta
Hiperdiploidia,
30%

altPAX5
7%

Ph like 10%
CDKNZ2A

15%

Figura 3 — Frequéncia dos principais subgrupos de LLA B em criancas.
Fonte: ZHANG L, HABEEBU SSM, Li W, 2022
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1.9.1 Hiperdiploidia

A hiperdiploidia, caracterizada pela presenca de mais que 46 cromossomos,
pode ser subdividida em duas categorias com prognosticos distintos: alta
hiperdiploidia (51-67 cromossomos ou indice de DNA >1,16) associada a bom
prognostico e baixa hiperdiploidia (47 a 50 cromossomos e indice de DNA entre 1.0
e 1.16), relacionada a uma evolucédo desfavoravel (Williams et al., 1982; Lejman et
al, 2022).

Alta hiperdiploidia
Presente 25-30% dos casos de LLA B na infancia e 10% de LLA B nos adultos,

€ a alteracdo genética mais comum em criancas com LLA B e geralmente esta
associada a DRM negativa no final da inducéo e elevadas taxas de sobrevida.

Embora a hiperdiploidia seja associada com bom prognostico, ha
aproximadamente 20% dos pacientes com LLA B hiperdiploide que recidivam.
Alteracdes genéticas secundarias coexistentes, como i(17q) e ganho de 1q, podem
ter impacto no prognéstico (Quadro 10) (Pui; Raimondi; Williams, 1988).

As translocacdes recorrentes podem ocorrer em 1 a 4% dos pacientes com
hiperdiploidia, e acredita-se que o impacto das translocacfes se sobrepde ao efeito
da alta hiperdiploidia (Quadro 10) (Paulsson; Johansson, 2009). Entretanto, ha
indicios que pacientes com BCR::ABL1 associados com hiperdiploidia, evoluem de
forma mais satisfatéria quando comparados aos pacientes com BCR::ABL1 e

caribtipo diploide (Asbry et al., 2021).

Quadro 10 - Alteracdes coexistentes com alta hiperdiploidia

i(17q) Pior prognéstico (Pui; Raimondi;
Ganho 1q Pior prognéstico Williams,1988)

Duplicacéo de 1q Pior prognéstico (El Ashyy et al, 2021)
BCR::ABL1 Pior progndéstico

ETV6::RUNX1 Bom prognéstico (Paulsson; Johansson,
TCF3::PBX1 Pior progndéstico 2009)

MLL::AF4 Pior progndéstico

Hiperdiploidia
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Baixa hiperdiploidia

Esta presente em 10 a 11% dos pacientes com LLA e relaciona-se com piores
taxas de sobrevida global, um tempo médio para primeira recidiva menor e uma
menor chance de segunda remissdo apOs a recidiva, quando comparados com
pacientes com cariétipo normal e outras alteracdes estruturais (Groeneveld-Krentz et
al., 2019).

1.9.2 Hipodiploidia

A hipodiploidia na LLA B é definida pela presenca de < 44 cromossomos.

Ela pode ser classificada como alta hipodiploidia (40-44 cromossomos), baixa
hipodiploidia (30-39 cromossomos) e quase haploidia (24-29 cromossomos). Em
criancas com LLA B, quase haploidia e baixa hipodiploidia apresentam evolucao
clinica significativamente inferior quando comparados com alta hipodiploidia
(Harrison et al., 2004; Pui et al., 2019; Lejman et al., 2022).

LLA B com guase haploidia (Near-haploidia B-ALL)

Descrita apenas em pacientes pediatricos, esta presente em 2 a 5% das LLA B
na infancia. (Holmfeldt et al., 2013)

O perfil de expressdo génica de comutacdo (por exemplo, as vias de
sinalizacdo CREBBP e RAS) sdo semelhantes aos observados na LLA com alta
hiperdiploidia, sugerindo uma potencial origem comum nesses tipos de leucemia

(lacobucci; Kimura; Mullighan, 2021)

LLA B de baixa hipodiploidia

Essa alteracdo € observada em apenas 0,5% dos pacientes pediatricos com

LLA e sua frequéncia aumenta com a idade, sendo encontrada em 4 a 10% dos casos
da LLA de adultos. (Comeaux; Mullighan, 2016).

Em 40% dos casos, estao associadas com alteragcdes germinativas no TP53
(Li-Fraumeni).

Apesar da associacdo com prognoéstico desfavoravel, diversos estudos
demonstram que o efeito da hipodiploidia tem sido mitigado pela adaptacdo do
tratamento baseado nos niveis de DRM (Mullighan et al., 2015).
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1.9.3 Amplificagéo Intracromossomica do Cromossomo 21 (IAMP21)

A iAMP21, identificada como um subgrupo distinto de LLA B em 2003, é
definida pela amplificacdo da regido 5.1-Mb contendo mapeamento de genes para a
Regiado Critica da Sindrome de Down (DSCR). Ela foi detectada durante rastreamento
de rotina para a presenca da fusdo ETV6-RUNX, através do FISH, em que foram
encontradas coOpias adicionais dos sinais especificos para o gene RUNX1, em
pacientes que ndo apresentavam o gene de fusdo ETV6-RUNX (Odero et al., 2001).
Foram observadas duplicacbes em tandem ao longo do comprimento de um
cromossomo 21 extremamente anormal (Harewood et al., 2003).

Em 9% dos casos de LLA B com iAMP21, o diagndstico ndo pode ser realizado
através do FISH, mas a amplificacdo pode ser confirmada através do “microarray”,
indicando a importancia da incorporacdo do microarray no fluxo de diagndstico das
leucemias (Koleilat et al., 2022).

A IAMP21 é rara em adultos, e encontrada em aproximadamente 1% a 2% das
LLA B em criancas que ndo apresentam a fusdo ETV6::RUNX1, sendo mais comum
em criancas mais velhas e adolescentes e geralmente se manifestam com baixa
leucometria ao diagndstico (Heerema et al., 2013; Harrison et al., 2014).

A presenca de iIAMP21 foi associada com pior progndéstico entre pacientes
tratados pelos regimes de risco “Standart” do Instituto Nacional do Cancer (NIH), nos
EUA, (Heerema et al., 2013; Moorman, 2016; Lejman et al., 2022). A intensificacdo do
tratamento, melhorou a evolucdo dos pacientes com esse subtipo de leucemia, que
atualmente é considerado como um subtipo com progndstico intermediario, com taxas
de SLE préximas a 70%. A LLA com iAMP21 é considerada um potencial candidato
para a introducéo de novas terapias (Moorman et al., 2013; Inaba; Pui, 2021; Jeha et
al., 2021; He et al, 2024).

1.9.4 Fuséo BCR:ABL1-1(9;22)

Em 1960, Nowell e Humngerford descreveram na Philadelphia um cromossomo
diferente encontrado em células de pacientes com Leucemia Mieloide Croénica
(Nowell; Hungerford, 1960). Apés uma década, foi observado que o Cromossomo
Philadelphia era resultado de uma translocacao reciproca entre 0s cromossomos 9 e
22 (Figura 4).
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Figura 4 - Detecc¢éo da translocacdo cromossémica t(9; 22) (q34; q11).

a) Cariétipo de um paciente com leucemia mieloide cronica representando a translocacéo, t (9; 22)
(934; g11) (cromossomos anormais com setas). b) Um cari6tipo parcial dos mesmos cromossomos.
Fonte: Rowley, 1973.

A consequéncia da t(9;22) é a juncdo do gene da tirosina quinase ABL1
(localizada no cromossomo 9) a regido do cluster de ponto de interrupcdo (BCR::
“breakpoint cluster region”) no cromossomo 22; dando origem a proteina de fusao
BCR::ABL1. Dependendo do ponto de quebra no gene BCR, a proteina resultante da
translocacdo pode ter um maior (p210 BCR::ABL1, com peso molecular de 210kDa)
ou menor tamanho (p190 BCR::ABL1, com 190 kDa).

O rearranjo BCR::ABL1 € associado com duas distintas neoplasias malignas
hematoldgicas: A Leucemia Mieloide Crbnica, associada a BCR::ABL1 p210 e a
Leucemia Linfoblastica Aguda, relacionada a pl190. Embora exista essa forte
associacao entre o peso molecular e o subtipo de leucemia resultante, em alguns
casos de LLA B podem ser encontradas proteinas BCR::ABL1 p210 (Bernt; Hunger,
2014).

A LLA B associada com rearranjo BCR::ABL1 é um subtipo chamado LLA B
Ph+, que corresponde a 3 a 5% das LLA B na infancia e que se torna mais frequente
com o aumento da idade. Em adultos, a LLA B Ph+ é encontrada em 25% dos casos
de LLA B (Kurzrock et al., 2003).

Clinicamente, a LLA Ph+ manifesta-se de forma semelhante aos subtipos de
LLA com outras alteragdes citogenéticas. O diagnostico é feito através da identificacao
da t(9;22) por citogenética convencional ou FISH ou pela identificacédo do transcrito da
fusdo BCR::ABL1 através de técnicas de RT-PCR.

Antes da utilizacdo de medicamentos inibidores de tirosina quinase (TKI —

tyrosine kinase inhibitor), o prognostico da LLA Ph+ era extremamente desfavoravel
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(Bleckmann; Scharppe, 2016) e o tratamento proposto para os pacientes com LLA B
Ph+ em primeira remissdo era o transplante de células tronco hematopoiéticas
(TCTH). Nos anos 90, as taxas de sobrevida livre de evento (SLE) em 7 anos eram
inferiores a 40% (Arico et al., 2000, 2010; Gaynon et al., 2000).

A partir da primeira década do século XXI, a utilizag&o de inibidores de tirosina
quinase (TKI) no tratamento de primeira linha para pacientes com LLA B Ph+
possibilitou uma melhora nas taxas de resposta e sobrevida dos pacientes
(Bleckmann; Schrappe, 2016; Hunger et al., 2023), mas elas ainda séo piores quando
comparadas aos outros subgrupos de LLA B (70% a 80%) (Schultz et al., 2009, 2014;
Biondi et al., 2012, 2018; Hunger; Carroll; Camitta, 2014; Ghazavi et al., 2015; Shen
et al., 2020; Malczewska et al., 2022).

1.9.5 LLA Ph ‘like”

A LLA Ph like, € um subgrupo de leucemia que se caracteriza por apresentar
um perfil de expressdo génica e caracteristicas fenotipicas semelhantes as
apresentadas pelos pacientes com LLA Ph+, apesar de ndo possuirem a fuséo
BCR::ABL1 ou outra alteracdo molecular especifica (Arber et al., 2016). Foi
reconhecida como subgrupo de LLA B na Classificagado de Leucemias da OMS de
2016.

A LLA Ph like € mais comum em adolescentes e adultos. Sua prevaléncia na
faixa etéria pediatrica é de cerca de 12% e aumenta com a idade. Est4 associada
com maior contagem de leucécitos no momento do diagndéstico, falha terapéutica,
positividade de DRM no fim da inducéo e taxas de SLE em 5 anos inferiores a 60%
(Den Boer et al., 2009 ; Loh et al., 2013 ; Herold et al., 2017).

Devido a diversidade de alteracdes genéticas relacionadas a LLA Ph like, ha
uma tentativa de subclassificar esse subtipo de leucemia de acordo com as vias de
sinalizagdo envolvidas, mas ainda n&o existe um sistema de classificagdo uniforme

para pacientes com LLA Ph like (Figura 5).
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Figura 5 - Alteracfes de quinases e vias de sinalizacdo desreguladas na LLA Ph like.

A maioria das alteracdes de quinases e de receptores de citocinas convERGem para duas vias que
ativam membros da via JAK de sinalizacdo ou de sinalizagdo ABL. As altera¢ges que ativam a via JAK-
STATE podem ser atingidas com inibidores de JAK e PI3K. As altera¢des da classe ABL podem ser
corrigidas com inibidores da classe ABL, como o Dasatinib. Outras altera¢des de quinase que ativam a
via de sinalizacdo RAS podem ser coibidas com inibidores de TRK, FLT3, FGFR1 e MEK da via MAPK.
Fonte: Mullighan, 2019.

Podem ser considerados quatro principais grupos de alteracdes encontradas
na LLA Ph like: Muta¢cBes que ativam as vias de sinalizacdo JAK-STAT; fusGes da
classe ABL,; alteracdes nas vias de sinalizacdo do RAS e alteracdes menos comuns

gue envolvem outras quinases (
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Quadro 11) (Roberts et al., 2012, 2014; Tasian; Low; Hunger, 2017).
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Quadro 11 - Alteracdes genéticas em pacientes com LLA Ph like
Vias ativadas Alteracdes Frequéncia

(P2RY8::CRLF2 ou IGH::CRLF2) casos de LLA
Via JAK-STAT Mutacdes CRLF2 (CRLF2 F232C) Ph like

Fusdes do JAK2 10 a 15% dos
Rearranjos EPOR casos de LLA

transmembrana) Ph like

IL7R (insercdes ou delecdbes no dominio | 5-10%
transmembrana)

Delec¢do ou mutagcdo no SH2B3

IL2RB , ou TYK2, presente em menor quantidade

de casos.

' Rearranjo  na [GIEI 15% a 20%
classe ABL ABL2
CSF1R
PDGFRA e PDGFRB
Alteracdes NRAS
vias KRAS
sinalizacéo PTPN11
RAS
Outras FLT3
alteracbes NTKR3
guinase FGFR1
(Tran; Tasian, 2022) (Roberts et al., 2014) (Maese; Tasian; Raetz, 2017) (Mullighan, 2019)

Uma caracteristica importante nas LLA Ph like é a elevada frequéncia de
alteracdes nos genes IKZF1 (70 a 80% dos casos) e PAX5 (30%) (Roberts et al., 2014,
2018). Frequentemente, essas alteracdes ocorrem concomitantemente (Ou et al.,
2016).

O amplo espectro de alteracfes de ativacdo de quinases, a natureza criptica
dessas aberracfes genéticas na citogenética convencional, e a complexidade dos
exames utilizados atualmente para a identificacdo desse subtipo de leucemia, fazem
do diagnéstico da LLA Ph like um grande desafio. Assim como ocorre em relacdo a
classificacdo, ainda nao foi desenvolvido um protocolo universal para diagnéstico de
LLA Ph like (Tran; Tasian, 2022).
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A evolucdo clinica dos pacientes com LLA Ph like tratados com quimioterapia
convencional é insatisfatoria. A identificacdo de ativagcdo de proteinas quinase
especificas, possiveis alvos terapéuticos, o exemplo de sucesso observado em
pacientes com LLA Ph + e a demonstracao de atividade anti-leucémica de inibidores
da via JAK ou da classe ABL tém motivado a realizacdo de estudos com a utilizagéo
de diferentes inibidores de tirosina quinase no tratamento de pacientes com LLA Ph
like (Harvey; Tasian, 2020; Moorman et al., 2020).

1.9.6 Rearranjos no KMT2A

Rearranjos no gene KMT2A, localizado no cromossomo 11923 podem ser
vistos tanto em leucemias linfoides, como mieloides. A LLA B com rearranjo no KMT2A
se caracteriza por apresentar fenétipo de células pro6 B CD10 negativas, com
coexpressao de marcadores mieloides (Emerenciano et al., 2013).

O rearranjo no gene KMT2A, esta fortemente relacionado a leucemia aguda em
criangas com menos de 1 ano de idade (LLA “infant”), sendo encontrado em 75 a 80%
das leucemias nessa faixa etaria e confere um comportamento agressivo a doenca,
com taxas de sobrevida livre de evento em 5 anos de 30 a 40% (Brown; Pieters;
Biondi, 2019; Inaba; Pui, 2021).

Em criancas com mais de ano, a presenca de rearranjos no KMT2A é menos
comum e o prognaostico dos pacientes € melhor quando comparado aos lactentes. Em
alguns casos, o pior progndéstico esta associado a presenca concomitante das
mutacOes em FLT3, NF1 e KRAS (Andersson et al., 2015; Inaba; Pui, 2021).

1.9.7 Rearranjo ETV6::RUNX1

E uma das alteracbes genéticas indutoras de leucemogénese mais comuns
em LLA B. O rearranjo EVT6::RUNX1 esta presente em 25 a 30% das LLA B em
criancas e € relacionado com excelente progndostico e taxas de sobrevida global em
5 anos superiores a 95% (Jeha et al., 2021; 2022).

Apesar da alta prevaléncia da fusdo ETV6::RUNX1 na LLA B peditrica, a
fusé@o é encontrada em cerca de 5% do recém-nascidos (Schéfer et al., 2018) e, por
si s6, ndo € responsavel por causar a leucemia, sendo necessario um segundo
evento pos-natal para completar a transformacgéo leucémica de células B (Alpar et

al., 2015; Rodriguez-Hernandez et al., 2017).
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Estudos recentes demonstraram que o bom progndéstico associado com a
fusdo ETV6::RUNX1 permanece mesmo quando associado com outras alteragdes

genéticas (Enshaei et al., 2013; Moorman, 2016).

1.9.8 Rearranjo TCF3::PBX1 -1t (1;19)

O rearranjo TCF3::PBX1 resultante da t(1;19)(q23;p13); é encontrada em 2% a
6% dos casos de LLA B na infancia. O gene de fusdo TCF3::PBX1, considerado uma
alteracdo recorrente em LLA B esta presente em aproximadamente 0,6% dos recém-
nascidos sadios (Hein et al., 2019).

A partir de sua identificacdo em pacientes com LLA B, o rearranjo TCF3::PBX1
foi associado a uma maior probabilidade de recidiva no SNC (Pui et al, 2009). Com a
otimizacdo do tratamento direcionado ao SNC (quimioterapia intra-tecal precoce e
mais frequente no protocolo total XVI) e com a intensificagdo dos tratamentos
quimioterapicos (metotrexato e citarabina em altas doses), a incidéncia de recidiva no
SNC nesse subgrupo de pacientes foi reduzida (Jeha et al., 2019). Atualmente,
pacientes com LLA B TCF3::PBX1 apresentam um prognostico intermediario com
taxas de SLE de 84% (Ghazavi et al., 2015). No Japao, foi demonstrado que pacientes
com TCF3::PBX1 apresentaram excelente evolucdo apos 1 ano de tratamento
intensivo, com taxa de sobrevida livre de doenca em 10 anos igual a 90,9% (Kato et
al., 2017).

1.9.9 LLA ETV6::RUNX1 “like”

Nesse subgrupo de LLA, observado em 2 a 3% das LLA B da infancia, as
células blasticas apresentam imunofenétipo (CD27 +, CD44 baixo ou negativo) e
padrdo de expressao génica semelhante a LLA B com fusdo ETV6::RUNX1, apesar
de ndo apresentarem a fusdo génica. A maioria dos casos acontece em criancas e
adolescentes e se apresenta com idade média semelhante a observada no subgrupo
de LLA ETV6::RUNX1, de 3 a 5 anos de idade (Lilliebjorn et al., 2016; Zaliova et al.,
2017).

Apesar de apresentarem um perfil de expressdo génica semelhante ao dos
pacientes com a fusdo ETV6::RUNX1, os pacientes incluidos no grupo ETV6::RUNX

like apresentam evolucéo desfavoravel, estando entre os grupos com maiores indices
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de recidiva (Jeha et al., 2021) e com taxas de SLE em 5 anos de 66,7%. Para esse
subgrupo, deve-se considerar tratamento de maior intensidade (Alghandour; Sakr;
Shaaban, 2023).

1.9.10 Rearranjo IGH/IL3 - t(5;14)

A LLA B associada ao rearranjo IGH::IL3, resultante da t(5;14)(g31.1;932.3), foi
reconhecida pela classificacdo da OMS em 2017. Nesses casos, ocorre hiper
expressdo do gene IL3 devido sua justaposicdo com o gene IGH (potencializador),
ocasionando producdo aumentada da interleucina 3 e subsequente eosinofilia. Esse
tipo de leucemia € raro, sendo mais comum em adolescentes e adultos jovens e
observada em menos de 1% dos casos da LLA B pediatrica. Acomete com maior
frequéncia pacientes do sexo masculino e manifesta-se com hipereosinofilia e
reduzida contagem ou auséncia de blastos no sangue periférico, o que pode dificultar
o diagnéstico. A LLA B com IGH::IL3 esta associada a uma maior incidéncia de
delecdo no IKZF1l (40%) e taxas de sobrevida extremamente reduzidas (6/14

pacientes, correspondente a 27-30%) (Fournier et al., 2019; McClure et al., 2020).

1.9.11 Outras alteragdes na LLA B

Com o advento de novas tecnologias de metodologias de diagnéstico, cada
vez mais alteracdes genéticas e moleculares estdo sendo descritas em pacientes
com LLA B (Quadro Suplementar 1).

S&o escritas alteragcdes nos genes: IKZF1, DUX4, ERG, MEF2D, NUTM1,
PAX5, ZNF384, CDKN2A.

Alteracdes no IKZF1

O IKZF1 € um gene localizado no cromossomo 7 (7pl12,2) que codifica o fator
de transcricdo IKAROS que esta envolvido com os processos de hematopoiese,
diferenciacao e proliferacéo celular de todas as linhagens linfoides, especialmente na
ativacdo de desenvolvimento de células B (Stanulla; Cave; Moorman, 2020).

As alteragbes no IKZF1 sédo encontradas em 15% dos pacientes pediatricos e
em 40 a 50% dos pacientes adultos com LLA B e sdo altamente prevalentes nos
subgrupos de pacientes com LLA Ph+ (85%) e LLA Ph like (70%) (Schwab et al.,
2013).
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Aberracdes envolvendo o gene IKZF1 em pacientes com LLA B, estdo
associadas a valores elevados de doenca residual minima (DRM), elevadas taxas de
recidiva, resisténcia a terapéutica com medicamentos inibidores de tirosina quinase e
menores taxas de sobrevida. (Figura 6) (Marke; Van Leeuwen; Scheijen, 2018;

Moreira et al., 2019; Stanulla; Cave; Moorman, 2020).

15% dos pacientes com LLA
IKZF1- B tem alteragcdes com perda
selvagem de funcao do /IKZF1

Evolucao desfavoravel para
85% pacientes com LLA /KZF1del
" em diferentes protocolos

Delegdes de tratamento
90%

90%
Mutagées de ponto 5% 70%
e S%CD“' a4
[BEe

Sobrevida Livre de
Evento

7Y

J
4

oft
A compreensao das interagdes do/KZF1
aberrante com os outros fatores,
possibilitara o refinamento da utilizacao

clinica do /IKZF1 com um fator progndstico

Figura 6 - Alteracfes no gene IKZF1 em LLA
Fonte: Stanulla; Cavé; Moorman, 2020.

Entre as alteragbes envolvendo o gene IKZF1, a delecédo € a alteragdo mais
comum, observada em 90% dos casos. As delecbes completas constituem mais que
55% das delecdes do IKZF1. A delecao focal dos exons 4-7 é observada em 33% dos
casos de delecéo do IKZF1. (Agarwal; Seth; Chatterjee, 2021). Pacientes com delecéo
focal dos exons 4-7 apresentam um fenétipo de LLA B mais agressivo que 0
observado nos pacientes com haploinsuficiéncia, e isso decorre de um efeito
dominante sobre o alelo ndo mutado, resultando na perda de sua fungéo de supresséo
tumoral (Quadro 12) (Zaliova et al., 2019).
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Quadro 12 - Alteracdes no gene IKZF1 em pacientes com LLA
Alteracao ‘ Frequéncia Subtipos Referéncia

33 a 55% del 1-8

29% del 4-7 Mullighan et al., 2009
4% del 2-4 Zaliova et al., 2019

Delecbes 90% 7% del 2-3 Agarwal; Seth; Chatterjee., 2021
10% del 4-8
6% del 2-8
5% del 1

Mutacéo de >%

¢ 10% nas LLA Ph+ Mullighan et al, 2009

ponto

« 1% nas LLA Ph-

IKZF1::PRDM16,
IKZF1:NUMT1
IKZF1::ETVS6,
Translocacdes WA IKZF1::CDK2, Gu et al, 2019
IKZF1::ZEB2,
IKZF1::SETDS5,
IKZF1::STIM2

Em 10% dos casos de LLA Ph+ e em aproximadamente 1% dos casos de LLA
nao Ph + que apresentam alteragdes no IKZF1, sdo observadas mutacdes de ponto,
que causam anulacao de funcdo do IKZF1. Essas alteracdes exercem o mesmo efeito
negativo sobre o progndstico que o apresentado pelas dele¢des (Quadro 12).

A coexisténcia de dele¢bes do IKZF1 com dele¢cdes dos genes CDKN2A,
CDKN2B ou PAX5 ou com a delecéo da regido PAR1 na auséncia de delecédo do ERG
da origem a subgrupo com prognostico desfavoravel nos pacientes com LLA B e que
apresentam maior frequéncia de positividade de DRM apds o tratamento de inducgéo.
A esse subgrupo é dado o nome de IKZF1P"s (Ikaros plus). (Stanulla et al., 2018). A
intensificacao do tratamento pode reduzir o efeito adverso provocado pela associagao
da delecéo de IKZF1 com alteracdo de PAX5 (Yeoh et al., 2018).
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Nem sempre a delegdo de IKZF1 implica em progndstico desfavoravel e
justifica intensificacdo do tratamento. A presenca de alteracBes genéticas de bom
prognoéstico, como hiperdiploidia e ETV6::RUNX1, atenuam o0 impacto negativo da
delecdo do IKZF1 (Zaliova et al., 2014; Yeoh et al., 2018).

Alteracdes PAX5

PAX5 é gene um membro da familia PAX, que engloba fatores de transcricao
envolvidos com o controle de diversos processos do desenvolvimento celular. O PAX5
€ predominantemente expresso em precursores de células B e codifica uma proteina
ativadora especifica que controla a identidade dos linfocitos B durante o
desenvolvimento das células B desde o estagio pro-B até a célula B madura, atuando
nos processos de comprometimento da linhagem celular, diferenciacdo e manutencao
das células.

Os estudos gendmicos apontam o PAX5 como um dos genes mais comumente
afetados na LLA B, com alteracdes no gene sendo identificadas em aproximadamente
um terco dos pacientes pediatricos ou adultos (Mullighan et al., 2007) (Familiades et
al., 2009 ; Gu et al., 2019 ; Crepinsek et al, 2024).

Sado descritas diversas alteracdes genéticas envolvendo o PAXS5, incluindo
rearranjos génicos, delecdes, amplificacbes focais intragénicas, translocacoes,
mutacBes pontuais e sequéncias variantes. Evidéncias recentes sugerem que as
alteracdes no PAX5 podem representar eventos indutores da leucemogénese (drivers)
e ndo somente simples eventos secundérios (Gu et al., 2019; Jung et al., 2020).

Atualmente, distinguem-se dois subgrupos de LLA B de acordo com as
alteracdes no gene PAX5: um primeiro denominado PAX5 alterado, caracterizado por
diversos rearranjos, mutacdes de sequéncia ou amplificacdo intragénica, mais
prevalente em criangas e adultos jovens (10% contra 7% em adultos). Um segundo
grupo, PAX5P80R, caracterizado pela presenca de uma mutagédo inativadora e
delecéo do outro alelo, indicando a perda de fungédo em ambos os alelos. Esse subtipo
de LLA B acomete cerca de 5% dos adultos com LLA B e esta associada com
prognostico intermediario a favoravel (Passet et al, 2019; Mullinghan, 2019), embora
apresentem taxas de sobrevida global inferiores quando comparados aos pacientes
sem a mutagdo PAX5P80R (Jung et al., 2020).

Pacientes com alteracéo no PAX5 (B-other) apresentam evolucao intermediaria

(Jung et al., 2020). Entre os pacientes com LLA B hiperdiploide, a presenca de
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duplicacdo no PAXS5 foi associada a maiores valores de DRM no fim da inducgéo e a
piores taxas de SLE (Crepinsek et al, 2024).

Alteracdes no ERG

O gene ERG exerce uma funcdo na diferenciagdo hematopoiética,
megacariopoiese e leucemia megacarioblastica associada com a Sindrome de Down.

Dele¢cbes do ERG estédo presentes em 3 a 7% das LLA B e ocorrem quase
exclusivamente no subgrupo de LLA B classificado como “B-others”, definido pela
auséncia de alteracfes genéticas rotineiramente testadas. A delegcdo do ERG esta
associada com maior idade (idade média de 7 anos) expressao aberrante de CD2 e
maior frequéncia de delecdo do IKZF1 A 4-7 (Clappier et al., 2014). A delERG exerce
impacto positivo sobre a evolucdo da LLA B e, quando associada com a dellKZF1 A4-
7, adelERG anula o impacto negativo sobre o prognéstico da delecdo do IKZF1, sendo
por esse motivo considerada um marcador de exclusdo para a classificagao do subtipo
IKZF1Plus,

Os primeiros estudos de perfil de expressdo génica da LLA (leucemia
linfoblastica aguda) mostraram que pacientes com delERG apresentam um perfil de
expressao génica tipico, provavelmente representando um novo subtipo biolégico de
LLA B. Este novo subtipo de LLA foi confirmado e caracterizado por vérios estudos
recentes, que também revelaram seu fundo genético comum, ou seja, rearranjos do
gene DUX4 (DUX4r). O gene ERG foi identificado entre os alvos diretos do DUX4 na
LLA-DUX4r. O DUX4 desregula a transcricdo do gene ERG de maneira complexa e o
torna mais propenso a delec¢des por induzir mudancas na conformacéo da cromatina
(efeito epigenético) (Zaliova et al., 2019).

O comportamento biolégico da LLA B em pacientes que apresentam alteracdes
e desregulacbes na transcricdo do ERG (que podem ser induzidas por diferentes
alteracbes gendmicas), independente da presenca da mutacdo, € semelhante ao
observado nos casos de delERG, e tem sido sugerido que esse subtipo de leucemia
seja caracterizado pela desregulacdo de transcricdo do ERG, independente da
presenca de delecao (Siddique et al, 1996; Zhang et al., 2016).

LLA B com alteragbes no DUX4/ERG é associada com evolugdo favoravel
independente da presenca de outras alteracdes genéticas associadas, como descrito

em relacdo a delecéo no IKZF1 (Zhang et al., 2016).
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Mutacdes no FLT3

O FLT3 (FMS like tirosina quinase 3) € um gene que codifica um receptor de
tirosina quinase expresso na medula 0ssea, especialmente em células precussoras
hematopoiéticas (Annesley; Brown, 2014). Ele estd associado aos processos de
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de células percussoras hematopoiéticas,
cuja ativagédo tem potencial oncogénico bem estabelecido (Rosnet; Birnbaum, 1993).

Mutacbes do FLT3 sédo descritas em diversas neoplasias hematoldgicas,
(Griffith et al., 2016; SPITZER et al., 2021; VU et al., 2006) especialmente nas
Leucemias Mieloides Agudas (LMA), onde estdo presentes em 20 a 30% dos
pacientes e estdo associadas a evolucdo desfavoravel. O desenvolvimento de
medicamentos inibidores de FLT3 e a incorporacdo desses medicamentos aos
protocolos de tratamento para pacientes com LMA proporcionaram melhora nas taxas
de sobrevida livre de doenca e de sobrevida livre de recidiva (Kottaridis et al., 2001 ;
Thied et al., 2002 ; Meshinchi et al., 2006; Pollard et al., 2022 ; Federov et al., 2023).

Existem quatro principais tipos de mutacdo ativadoras no gene FLT3
associados as leucemias: Duplicacdes in tandem no dominio justa-membrana (FLT3-
ITD / internal tandem duplication), inser¢des ou dele¢bes no dominio justa-membrana
(FLT3 JM-INDEL), mutacdes de ponto do dominio justa-membrana (FLT3 JM-PM) e
mutacBes no dominio de tirosina quinase (FTL3-TKD / tyrosine kinese domains)
(Zhang et al., 2020)

Em pacientes com LLA B, as mutacdes no FLT3 sdo menos frequentes (0,2 a
12,5%) e o impacto progndstico dessas mutacdes ndo é bem estabelecido. (Taketani
et al., 2003 ; Armstrong et al., 2004 ; Eyamany et al., 2014 ; Gutierrez-Camino et al.,
2023). Elevados niveis de expressdo de FLT3 sdo descritos em pacientes com LLA
B, especialmente nos subtipos com rearranjo de KMT2A e hiperdiploidia e alguns
estudos sugerem associacao entre o0s niveis de expressdo de FLT3 e o prognostico
dos pacientes (Armstrong et al., 2001; Stam et al., 2007 ; Garza-Veloz et al., 2015;
Reshmi et al., 2017; Poubel et al., 2019 ; Gutierrez-Camino et al., 2024).

O FLT3 é considerado um possivel gene associado com a origem da LLA Ph
like (Mullighan, 2019).

Rearranjo no ZNF384
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O rearranjo ZNF384 (ZNF384-r) foi recentemente descrito como uma
anormalidade gendmica recorrente em LLA, com caracteristicas biolégicas e clinicas
distintas. O gene ZNF384 codifica uma proteina do tipo C2H2 com potencial atividade
de fator de transcricao . Pacientes com rearranjos no gene ZNF384 podem apresentar
diferentes fendtipos de leucemias, incluindo LLA B (com ou sem expressdo de
marcadores mieloides aberrantes) e leucemias de de fenétipo misto (B/mieloide). Sao
descritos rearranjos no ZNF384 em aproximadamente 2% a 5% das LLA B em
criancas, 5,7% a 20,1% dos casos de LLA B em adultos e em 48% dos casos de
leucemias agudas de fenétipo misto (Liu et al, 2016 ; Alexander, 2014; Zaliova et al.,
2019 ; Hirabayashi et al., 2021).

Na LLA B o ZNF384 pode ser fundido com 22 diferentes genes parceiros,
incluindo EP300, TCF3, TAF15 e CREBBP, mas indenpendente do gene associado,
as fusbes dao origem a este subtipo de leucemia, definido por uma assinatura de
expressao genética comum. Entretanto, existem evidéncias que sugerem gue o gene
parceiro possa estar associado a caracteristicas demograficas e que podem
influenciar a evolucao clinica, especialmente no caso do rearranjo EP300::ZNF384,
relacionado a menor risco de recidiva.

Embora cerca de 30% dos pacientes com rZNF384 sejam classificados como
grupo de alto risco (Hirabayashi et al., 2021) a sobrevida global em 5 anos desse
subgrupo de pacientes € relativamente alta para e a maioria dos estudos reconhece
essa alteracdo como fator de bom prognaéstico (McClure et al., 2018 ; Hirabayashi et
al., 2021; Qin et al., 2021 ; Wang et al, 2022).

Rearranjos no TCF3
Em menos de 1% das LLA B de criancas, observa-se a t(17;19)(q22;p13.3),

gue da origem ao gene de fusdo TCF3::HLF e esta associada a um prognastico pior.
Alteracbes no PAX5, VPREBL1 e aberracdes nos genes da via RAS, podem estar
associadas com a fusdo TCF3::HLF. (Ghazavi et al., 2015; Inaba; Pui, 2021)

1.10 Definicdes em LLA

Algumas definicdes s&o importantes para o seguimento dos pacientes com
LLA e para nortear as decisbes em relacdo a intensidade do tratamento, a sua
continuidade e, nos casos de recidiva, a retomada de nova linha de tratamento:

Remissao completa (RC): € definida como a situacéo na qual ndo ha evidéncia
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de células blasticas no sangue periférico, medula 6ssea e sitios extramedulares.
Segundo o consenso Ponte di Legno de 2022, a Remissao Completa € definida por
avaliacdo morfologica M1 (< 5% de blastos em na MO), DRM < 1%, SNC 1 e
normalizacdo do exame clinico, em caso de doenca extramedular (Buchmann et al.,
2022).

Falha indutéria (FI): situacdo em que ndo h& remissdo completa apds a

inducéo (avaliacdo morfolégica com > 5% de blastos ou DRM > 1%)

Remissao com peristéncia de DRM: Nesses casos, 0s pacientes preeenchem

critérios de remissdo completa segundo o consenso Ponte di Legno, mas sdo
identificadas células blasticas remanescentes através da avaliacdo da DRM.
Geralmente, nessas situacdes 0s pacientes sdo direcionados para intensificacdo do
tratamento.

Falha terapéutica ocorre quando ndo se consegue atingir remissdo completa.

O consenso Ponti di Legno sugere que a falha terapéutica seja definida apés a
consolidacdo para que se possa permitir ao paciente que ndo atingiu RC apés a
inducao seja tratado com medicamentos ndo administrados durante a inducdo com
o0 intuito de superar a resisténcia das células blasticas e dar ao paciente uma “chance”
para atingir a remissdo completa antes que seja feita uma drastica mudanca na
intensidade do tratamento (Buchmann et al., 2022).

Recidiva é caracterizada pela identificacdo de células blasticas no sangue
periférico, medula 6ssea ou sitios extramedulares de pacientes que haviam atingido
previamente a RC. De acordo com o sitio de acometimento leucémico, a recidiva
pode ser classificada como isolada medular (envolvimento exclusivo de MO); isolada
extramedular (SNC, testicular, outros sitios extramedulares) ou combinada
(acometimento de MO e extramedular). Segundo o consenso Ponte di Legno, a
recidiva deve ser definida através de técnica validada de afericdo de DRM, com clara
evidéncia de > 1% de blastos leucémicos na MO (Quadro 13, Quadro 14 e Quadro
15).

Quadro 13 - Critérios para definicdo de recidiva medular em LLA pediatrica (DRM avaliavel).
Consenso Ponte di Legno (2022).
12 amostra de MO 22 amostra de MO*

DRM | Outro** DRM
2 25% N&o necessario para definicdo de | Nao necessario para definicao de
recidiva recidiva

5 a <25% Um outro teste com >1% de | Ndo necesséario para definicdo de
blastos recidiva
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5 a <25% Nenhum

Dois testes com > 1% de blastos

1a<5% Dois outros testes com > 1% de

blastos

N&o necessario para definicdo de
recidiva

1la<5%

Nenhum ou 1 outro teste com >
1% de blastos

Dois testes com > 1% de blastos

*Segunda amostra de MO deve ser realizada com uma ou mais semanas de intervalo

**E|SH, cari6tipo, PCR demonstrando marcados leucémico especifico ou morfologia M2/M3.

(Buchmann et al., 2022)

Quadro 14 - Critérios para definicdo de recidiva medular em LLA pediatrica (DRM n&o avaliavel)

Consenso Ponte di Legno (2022
12 amostra de MO

Outro**

Citomorfologia

22 amostra de MO*
DRM

M3 (225%) Nao necessario para definicao

de recidiva

Nao necessério para definicdo de
recidiva

Um outro teste com 21% de
blastos

M2 (5 a <25%)

N&o necessério para definicdo de
recidiva

VPR Es)  Nenhum M2
M1 Dois outros testes com = 1% de | Nao necessario para definicdo de
blastos recidiva

*Segunda amostra de MO deve ser realizada com uma ou mais semanas de intervalo
**E|SH, cariétipo, PCR demonstrando marcador leucémico especifico.

(Buchmann et al., 2022)

Quadro 15 - Critérios para definicao de recidiva no SNC em LLA pediatrica.

Consenso Ponte di Legno (2022
CSF1

Citomorfologia Citomorfologia

Outros

SNC 3 Nao necessario
definicdo de recidiva

para | Nao necessario para
definicao de recidiva

SNC 2

SNC 2

Outro teste positivo

*Segunda amostra de LCR deve ser realizada com uma ou mais semanas de intervalo

**Citomorfologia, imagem ou biopsia.
(Buchmann et al., 2022)
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1.11 Tratamento da LLA

Apesar da diferenga entre os protocolos utilizados, em geral, o tratamento da
da LLA B é baseado na quimioterapia convencional e pode ser dividido em diferentes
fases: inducdo de remisséo, consolidacdo (que pode incluir fases de intensificacao,
re-inducdo ou intensificacdo tardia) e manutencdo. O tempo de duracdo do
tratamento que varia de 2 a 3 anos (Capria et al., 2020; Malard; Mohty, 2020;
Jedraszek et al., 2022).

Além da poliquimioterapia intensiva, a terapia direcionada a profilaxia e
tratamento (em casos de infiltracdo documentada) da leucemia no SNC é um
importante componente do tratamento. O uso de radioterapia craniana e de coluna
(atualmente abolido em diversos protocolos de tratamento), a administracédo de
quimioterapicos pela via intra tecal e o uso de metotrexato e citarabina em altas doses
sao as ferramentas adotadas para a prevencao e tratamento da infiltracdo do SNC
pelas células leucémicas (Capria et al., 2020).

Um fundamento no manejo de criancas com LLA é a estratificacdo dos
pacientes em diferentes grupos de risco (baseados no risco de recidiva da doenca)
e a adequacao da intensidade do tratamento de acordo com a gravidade da doenca.
Para a estratificacdo de risco, sdo considerados fatores progndsticos (clinicos e
laboratoriais) e a avaliagcao de resposta ao tratamento, pela identificacdo de DRM em
momentos especificos do tratamento.

A inducédo € a fase incial do tratamento e tem por objetivo atingir a remissao
completa (RC), que é definida pela eliminacdo de células blasticas do sangue
perifério, medula 0ssea e sitios extramedulares. Tem uma duragdo que varia de 4 a
6 semanas entre os diferentes protocolos de tratamento. Com a combinacédo de
vincristina, antraciclico (daunorrubicina), corticosteréide e asparaginase, 95%
pacientes atingem remisséao. A falha indutéria, ocorre em 2 a 3% dos pacientes com
LLA na infancia e € um dos mais importantes fatores de mau progndstico da doenca
(Schrappe et al., 2012; Malczewska et al., 2022).

ApoOs a remissao, o tratamento inclui 4 a 6 meses de quimioterapia intensiva
gue tem por objetivo consolidar a remisséo e prevenir a ocorréncia de recidiva de
SNC. O uso de metotrexato em altas doses € um dos pilares dessa fase do
tratamento (Abromowitch et al., 1988; Malczewska et al., 2022).

Apds 6 a 8 meses de tratamento com quimioterapia intensiva 0s pacientes
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recebem tratamento de manutencdo baseado no uso de antimetabdlitos em baixas

doses com duragéo de 18 a 30 meses (Hunger; Mullighan, 2015).

Para o tratamento dos pacientes com LLA Ph+, inibidores de tirosina quinase

de uso oral e continuo sédo associados a quimioterapia sistémica convencional.

O quadro abaixo (Quadro 16) apresenta um sumario do tratamento da LLA na

infancia e no Quadro 17 s&o apresentados esquemas propostos por diferentes

protocolos de tratamento.

Quadro 16 - Tratamento de LLA na Infancia

Fase

Inducéo

(4 a 8 semanas)

Medicamentos
Corticoide
Daunorrubicina
Vincristina
Asparaginase

QT intra tecal

Objetivo
Erradicar a leucemia
Restaurar hematopoiese

Atingir remiss@o completa

Consolidacéo

(2 a 4 meses)

Metotrexato em altas doses
Corticoide

Citarabina em baixas doses
Asparaginase

QT Intratecal

Manutenc¢éo de remisséo
Erradicacdo de  doenca
remanescente

Prevencdo da infiltracdo no
SNC

Intensificacéo

(4 a 6 semanas)

Corticéide
Daunorrubicina
Vincristina
Asparaginase

QT intra tecal

Manutencédo de remisséo

Manutencéo
(18 a 24 meses)

Metotrexato baixas doses
6-Mercaptopurina
Corticoide

Vincristina

Manter remissao
Previnir proliferacdo de novo
clone

Previnir recidiva

as fases do tratamento

Obs: Em pacientes com t(9;22) associacdo de inbidores de tirosina quinase durante todas
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glterggﬁes D ilizad D ilizad D ilizad Drogas utilizadas
PROTOCOLO engtu_:as 002 Ui PELEE IRSEE ut|_|za EE Mg Ut.' izadas na manutencéao e Cura (%) Referéncia
Caracteristicas de nainducéo na consolidagéo na intensificacéo o
alto risco EUEGED
AIEOP BFM ALL KMT2A::AFF1 Prednisona Dexametasona MTX VO SNC3 95% Schieck et al.,
2017 TCF3::HLF VCR Citarabina Dexametasona 6-MP > 4 anos 2020
hipodiploidia sem DNR VCR VCR MTX i.t (cada 6 sem
ETV6::RUNX1 + PEG asp PEG asp Doxorrubicina para AR)
Rearranjo de MTX it Ciclofosfamida PEG asp 74sem. Qe d
KMT2A 6-MP Ciclofosfamida
MTX i.t. TG
MTX i.t.
UK ALL 2011 IAMP21 Dexametasona 6-MP Dexametasona 4 Regimes de SNC3 91,5% Jolliffe, 2013
1(17;19) VCR MTX i.t. VCR acordo com risco:
q(22;p13)/ PEG asp. Ciclofosfamida Doxorrubicina dexametasona
TCF3 ::HLF 6-MP Citarabina PEG asp VCR
Rearranjo KMT2A MTX it VCR MTX i.t. 6-MP
Quase haploidia PEG asp Ciclofosfamida MTX VO
Hipodiploidia Citarabina MTX i.t.
6-MP 2 anos @
3 anos &
CCG-ALL-2015 t (1;19), Dexa (d1-4) HD-MTX Dexametasona 6-MP SNC3 90% Shen,et al.,
t(9;22), Predn. (d5-28) 6-MP VCR MTX VO > 3 anos 2020
Rearranjo KMT2A VCR DNR Tripla IT cada 4- Hunger,
Hipodiploidia DNR Citarabina 7sem Mullighan, 2015
iIAMP21 PEG asp PEG asp dexametasona
Fuséo BCR::ABL1 Ciclofosfamida Tripla IT VCR
Fuséo E2A-PBX1 Citarabina Ciclofosfamida
6-MP Citarabina
Tripla IT 76sem. 2 e d

AIEOP BFM ALL-2017: International collaborative treatment protocol for children and adolescents with acute lymphoblastic leukemia; UK ALL 2011—United
Kingdom National Randomised Trial For Children and Young Adults with Acute Lymphoblastic Leukaemia and Lymphoma 2011; CCG-ALL-2015—Chinese Children
Cancer Group Study; JACLS—Japan Association of Childhood Leukemia Study; COG-AALL—Children Oncology Group Protocol

Predin: prednisone; Dexa: dexametasona; VCR: Vincristine; DNR: daunorrubicina; PEG asp: PEG asparaginase; DOXO: doxorrubicina; MTX—Metotrexato; ARA-
C: citarabina; it: intra-tecal; CMP—Cyclophosphamide, TG—Tioguanina, 6-MP—6-Mercaptopurine, H-C—Hydrocortisone, CNS—Central

Nervous System p.o.—per 0s, i.t.—intrathecal; VO: via oral

(JEDRASZEK et al, 2022)
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Quadro 17 - Protocolos de tratamento para LLA na infancia (medicamentos e taxas de cura)

(concluséo)
PROTOCOLO

JACLS

COG-AALL

AIEOP BFM ALL-2017: International collaborative treatment protocol for children and adolescents with acute lymphoblastic leukemia,
UK ALL 2011—United Kingdom National Randomised Trial For Children and Young Adults with Acute Lymphoblastic Leukaemia and Lymphoma 2011,
CCG-ALL-2015—Chinese Children Cancer Group Study,

Alteracbes
Genéticas
Caracteristicas de
alto risco

1(4;11) ou t(1;19)
KMT2A/AFF1
Hipodiploidia
TCF3::PBX1

Fusdo BCR ::ABL1
1(9;22)(q34;q11)
Hipodiploidia
Rearranjo KMT2A

Drogas utilizadas
nainducao

Dexa(d8-14)
Predn (d15-28)
VCR
Ciclofosfamida
Doxorrubicina
PEG asp.

MTX D1

Tripla IT

Dexa
VCR
PEG asp
MTX i.t.
ARA-C i.t.
DNR

Drogas utilizadas
na consolidagéo

Ciclofosfamida
Citarabina
Doxorrubicina
6-MP

Tripla IT

Dexametasona
VCR

6-MP

MTX VO

MTX i.t.

JACLS—Japan Association of Childhood Leukemia Study,
COG-AALL—Children Oncology Group Protocol
Predin: prednisone; Dexa: dexametasona; VCR: Vincristine; DNR: daunorrubicina; PEG asp: PEG asparaginase; DOXO: doxorrubicina; MTX—Metotrexato; ARA-

C: citarabina; it: intra-tecal; CMP—Cyclophosphamide, TG—Tioguanina, 6-MP—6-Mercaptopurine, H-C—Hydrocortisone, CNS—Central

Nervous System p.o.—per 0s, i.t.—intrathecal; VO: via oral
(Jedraszek et al., 2022)

Drogas utilizadas
na intensificacéo

Prednisone
VCR
Doxorrubicina
CMP
Oncaspar
Triple IT

Dexametasona
VCR
Doxorrubicina
Ciclofosfamida
Citarabina
PEG asp
Tioguanina
MTX i.t.

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude

Drogas utilizadas na

manutencao e
duracéao

98 semanas;
4 fases

1A: MTX VO,6-MP,
Tripla IT

1B: MTX VO; 6-MP
Tripla IT; RTX

2: Pred; VCR
Ciclofosfamida; PEG
asp

3: MTX VO; 6-MP
Tripla IT

4: Prednisona; VCR
Doxorrubicina; PEG
asp

Dexametasona
6-MP

MTX VO

VCR

MTX i.t. D1

2 anos @

3 anos &

RTX

SNC +
manut. 1B

SNC3

Cura (%)

96,4%

95%

Referéncia

Hayakawa et
al., 2014

Maloney, et al
2020
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1.11.1 Perspectivas: Terapia Alvo e Imunoterapia

Terapia Alvo
Além dos Inibidores de Tirosina Quinase, outros medicamentos direcionados

para alteracbes moleculares especificas em criancas com LLA B estdo sendo
estudados.

A via JAK-STAT esta hiper ativada na maioria dos pacientes com LLA Ph like,
especialmente nos casos em que ha rearranjos do CRLF2. Ruxolitinibe € um inibidor
JAK1/2 que tem sido testado em pacientes com LLA B Ph like.

No estudo total XVII, que se encontra em andamento, 0S pacientes que
apresentam hiperativacao da via JAK-STAT, recebem Ruxolitinibe na fase de indugéo
(Malczewska et al., 2022).

Baseados na experiénca positiva de inibidores de FLT3 em pacientes com
LMA, esses medicamentos podem ser considerados como alteranativa terapéutica
para casos de LLA B que apresentem mutagcbes ou hiper-expressdo do FLT3
(Elyamany et al., 2014; Sean et al., 2023).

Imunoterapia
Por expressarem marcadores de superficie especificos e que ndo sao

expressos em outros tecidos ou células hematopoiéticas (CD19, CD20 e CD22), as
células blasticas de linfocitos B sdo um excelente alvo para a imunoterapia (Inaba;
Pui, 2021).

Existem 3 principais categorias de imunoterapia atualmente utilizadas para o
tratamento de LLA B na infancia: 1. Anticorpos biespecificos (blinatumumab), 2.
Células T quiméricas com receptores antigeno especificos (CAR T cells) e 3.
Anticorpos conjugados com drogas (inotuzumab) (Figura 7).

- Blinatumumabe é um medicamento com anticorpos modificados que contém
fragmentos que reconhecem os antigenos CD19 (expressos na superficie dos
linfcitos B) e CD3 (que esta presente nas células T). O blinatumumab serve como
uma “ponte”, através da qual as células T citotoxicas sdo colocadas em contato com
células de LLA B, induzindo a morte das células leucémicas. (Topp et al., 2015; Hogan
et al., 2023). Inicialmente indicado para o tratamento de LLA B recidivada, atualmente

0 uso blinatumumabe tem sido recomendado como componente do tratamento de
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primeira linha para pacientes com intolerancia ou resisténcia a quimioterapia (Topp et
al., 2015; Chen et al., 2023; Hodder et al., 2023).

- Terapia com células T quiméricas com receptores de antigeno (CAR T)

Esse tratamento com células T geneticamente modificadas é atualmente a mais
promissora modalidade terapéutica para o tratamento de LLA B refrataria ou
recidivada. Através de técnicas de engenharia genética, células T do paciente
(autblogas) sdo modificadas com a transducéo de anticorpos anti-CD19 ligado a um
dominio intracelular de receptores de células T. As células T modificadas s&o
infundidas no paciente e promovem o direcionamento de linfécitos T citotoxicos para
reconhecerem e destruirem as células de LLA B (Maude et al, 2014; Malczewska et
al., 2021; Boettcher et al., 2022).

{ ‘ Blinatumumab
Daratumumab

Células CART convencionais Isatuxumab

(ex. CD19, CD22 e TSLPR) \
\i\\ //< Alemtuzumab

Q ©
Células CART Bi-especificas 8 & P s /
(ex. CD19/CD22) 0,& 5
o= : -
= \ N
. iy ) \\
CD1a ==t
R
4 "’ ToLF \ Células CART(ex. CD1a, CD5e CD7)
G '-“‘{’r “‘
SR // oolﬂ‘ \
Células CART Bi-especificas (tamdem) //f_:'/ & —
(ex. CD19/CD22) » W (c,)

Ozogamicina
Rituximab
Obinutuzumab

o
’ o~
4 (=]
® = \Bas'hxnmab
Inotuzumab W /
Epratuzumab

Figura 7 - Imunoterapia na LLA
CAR T: chimeric antigen receptor (receptor quimérico de antigeno); TSLPR: receptor de linfopoietina
timica estromal Fonte: Inaba; Pui, 2021.

- Inotuzumab ozogamicina € um anticorpo anti-CD22 ligado a caliqueamicina,
um antibiético citotdéxico antitumoral que causa quebra da dupla fita de DNA. Ele é
atualmente aprovado pelo uso em adultos com LLA B refrataria ou recidivada. Em
estudo fase | com criangas com LLA B recidivada ou refrataria, foi observado RC em

80% dos pacientes e 84% deles apresentavam DRM negativa (Brivio et al., 2021).
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1.12 Tratamento da LLA no BRASIL

O primeiro protocolo brasileiro multicéntrico para o tratamento de LLA na
infancia (GBTLI 1980) foi criado em 1980, a partir da criagcdo do Grupo Cooperativo
Brasileiro de Tratamento de Leucemia na Infancia (GBTLI). (Brandalise et al., 1993).
Desde entdo, foram desenvolvidos 6 protocolos diferentes que proporcionaram
diversos avancos incluindo melhora nos processos de diagnostico, reducao das taxas
de mortalidade indutéria e melhora das taxas de sobrevida livre de evento e de
sobrevida global da LLA no Brasil. As taxas de sobrevida global foram de 34% no
primeiro protocolo (GBTLI 1980) a 79,3% no protocolo GBTLI 2009 (tabela 1).

A partir do protocolo GBTLI 2009, a afericio da DRM através de técnica
simplificada de RT-PCR (Scrideli et al., 2009) ou por citometria de fluxo, foi introduzida
como critério para classificacdo de risco e definicdo da intensidade do tratamento,
caracterizando a velocidade de resposta ao tratamento como um importante fator
determinante de prognéstico (PROTOCOLO GBTLI2021).

Em 2021, o GBTLI voltou a se reunir com a intensédo de propor novo protocolo
de tratamento de leucemias linfoblasticas agudas que pudesse ser adotado pelos
centros de tratamento de oncologia pediatrica no Brasil (GBTLI 2021). Um dos pilares
para o desenho do novo protocolo é a reducdo da toxicidade do tratamento, justificada
pela observacdo de que a mortalidade relacionada ao tratamento € um importante
fator que compromete as taxas de sobrevida e evolug¢do de pacientes tratados em

paises com limitacBes de recursos (Ribeiro et al., 2016).

Além da reducéo da intensidade do tratamento na fase de inducéo, o protocolo
propde periodos de reducdo da intensidade da quimioterapia (“manutengdes”) entre
os ciclos de quimioterapia intensiva, possibilitando ao paciente periodos de “folga”
para melhor recuperacdo clinica e hematolégica. A reducdo da intensidade no
momento inicial do tratamento é compensada por periodos de QT com toxicidade

intermediaria em fases mais tardias.

A Tabela 1 descreve as taxas de mortalidade indutéria e de sobrevida

observadas nos diferentes protocolos do GBTLI.
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Tabela 1 - Protocolos de tratamento de leucemia linfoide aguda no Brasil

GBTLI 80 GBTLI GBTLI 85 GBTLI 93 GBTLI 99 GBTLI 2009
(1980-82) 82 (1985-88) (2009-2017)
(1982-
85)
N° pacientes 203 360 431 853 1384 590
Mort. 8,2% 2,6% 3,2% 6,7% 6,2%*
Indutéria
RCC 88,6% 97,9% 95,7% 92,1% 93,4%*
Morte 16,5 5,6 7,5 % 4% 6,21%*
remissao
SLE 24,8% £ 3% 58% * 70% 4% 66,1%= 1,7% 67,9%+1,6% 71,5% = 2,9%
4% ex
SG 34,1 +3,9% 75% + 2,8% 70 %z 1,6% 71,5% 79,3 %+ 2,1%

*

* estudo interrompido por desabastecimento nacional da E.coli nativa MEDAC.
(Brandalise et al., 1993, 2016 ; Zenatti et al., 2018 ; Protocolo GBTLI 2021)

1.13 ComplicagOes relacionadas ao tratamento

Apesar de ter modificado sensivelmente a evolucao dos pacientes com LLA B,
a adocdao de protocolos de tratamento com quimioterapia intensiva foi acompanhada
por diversas complicacdes e toxicidades relacionadas ao tratamento que, além de
serem responsaveis por parte significativa dos Obitos de pacientes com LLA,
comprometem a qualidade de vida dos pacientes (Howard et al., 2004; Torres-Flores
et al., 2020; Silva et al., 2022) e provocam a suspenséao ou reducao das doses dos
medicamentos previstos pelos protocolos. Essas modificacdes do tratamento, podem
comprometer a sua eficacia e aumentar a frequéncia de recidivas (Yildirim et al.,
2023).

Entre as complicacbes agudas durante o tratamento com quimioterapia
intensiva, destacam-se quadros infecciosos (principalmente bacterianos, seguidos
por infeccdes fungicas), eventos hemorragicos, trombose, toxicidade renal, hepatica
e endocrinoldgica. Prevenir, identificar e tratar precocemente essas complicacdes
sdo parte importante no cuidado do paciente oncologico (Vora et al., 2013;Conter et
al., 2014; Hough; Vora, 2017 ; Maloney et al., 2020).

O impacto das complicacdes infecciosas sobre a evolugao dos pacientes com
LLA é observado de forma mais expressiva nos paises com menores recursos, onde,
ao contrario do observado nos paises ricos, a intensificagdo do tratamento néo foi
acompanhada com incrementos significativos nas taxas de sobrevida (Ribeiro et al.,
2016; Pedrosa et al., 2020; Malczewska et al., 2022).
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1.14 Justificativa

Os avangos na compreensao da biologia da LLA, a identficacdo de
biomarcadores progndsticos e preditivos de evolucdo, a estratificacdo dos pacientes
em diferentes grupos de risco e a adaptacao do tratamento de acordo com o risco de
recidiva, possibilitaram que a LLA se tornasse umas das neoplasias malignas da
infancia mais curaveis, com taxas de sobrevida global préximas a 90%.

Apesar da possibilidade de cura para a maioria dos casos de LLA, ainda ha
um subgrupo de pacientes que néo respondem adequadamente ao tratamento ou
gue apresentam recidiva precoce, cujo prognostico permanece sombrio. No mundo
inteiro, os esforcos estdo direcionados para o refinamento de métodos de
diagnéstico, a compreensao de fatores biolégicos envolvidos com a leucémogenese
e com 0s mecanismos de resisténcia as drogas, a identificacdo de possiveis alvos
terapéuticos e o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento (imunoterapia
e terapia alvo) que possam beneficiar os pacientes com progndéstico reservado
(Hunger; Mullighan, 2015; Maese; Tasian; Raetz, 2017; Gotesman et al., 2019;
Stanulla; Cave; Moorman, 2020).

Os maiores desafios para o tratamento da LLA, sdo 0 manejo 0s casos de
recidiva e a reducdo das taxas de morbimortalidade relacionadas ao tratamento, que
continuam sendo a principal causa de morte relacionada ao cancer de criancas e
adultos jovens. Para o desenvolvimento de estratégias de tratamento global da LLA
na infancia, é necessaria uma melhor caracterizacdo genética considerando
diferencas étnicas e implementacao de regimes adaptados (Pui et al., 2018).

Infelizmente, diversas metodologias utilizadas para a identificagdo de
marcadores biolégicos de progndstico (por exemplo, NGS - “Next-Generation
Sequencing”) ainda sdo um privilégio dos paises desenvolvidos e uma realidade
muito distante para a paises como o Brasil (lacobucci; Kimura; Mullighan, 2021). O
mesmo ocorre em relacdo ao acesso as novas modalidades de tratamento, como a
imunoterapia e terapias alvo.

Tradicionalmente, as marcantes diferencas entre taxas de sobrevida de
pacientes com diagndstico de LLA tratados em paises desenvolvidos e paises em
desenvolvimento, sdo atribuidas as dificuldades de acesso e pior qualidade da
assisténcia (Ribeiro et al., 2016) (Pedrosa et al., 2020). Entretanto, € necessario

melhor caracterizacdo biologica da LLA em diferentes paises, pois possiveis
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diferencas na evolucdo, decorrentes de variagbes étnicas sobre a biologia da
leucemia podem estar sendo equivocadamente atribuidas a fatores externos e
socioeconémicos (Pui et al., 2018).

Além de ndo serem acessiveis a grande maioria dos centros de tratamento de
oncologia pediatrica do Brasil, muitos exames para caracterizagéo biologica da LLA B
ndo fazem parte do fluxo instituido para o diagndstico de LLA no pais e ndo sao
custeados pelo Sistema Unico de Satde (SUS), responsavel pelo financiamento do
tratamento da maioria dos casos de cancer pediatrico no Brasil. Consequentemente,

pouco se conhece atualmente em relacdo a prevaléncia dos diferentes subtipos
biolégicos de LLA na populacgéo brasileira.

Identificar os subtipos de leucemia e suas frequéncias e avaliar o impacto das
diferentes alteracbes sobre a resposta terapéutica e evolugcdo dos pacientes pode
contribuir para um melhor mapeamento da LLA B em uma instituicdo de referéncia,
de certa forma, representativa da populacéo brasileira. Como consequéncia, surgem
possibilidades para o desenvolvimento de estratégias de diagnostico das LLA B
acessiveis e aplicaveis para instituicbes do pais e a elaboracdo de planos de
tratamento individualizados direcionados as peculiaridades encontradas na populagéo

do Brasil.
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2 OBJETIVOS

Objetivo _Geral: Identificar a associacdo (correlacdo) de diferentes marcadores

biolégicos em pacientes pediatricos portadores de LLA B com as taxas de resposta
ao tratamento quimioterapico de inducao, definidas pelos valores de doenca residual
minima (DRM).

Objetivos especificos:

1. Descrever caracteristicas epidemiolégicas e clinicas dos pacientes com
diagndstico de LLA B no periodo de julho de 2018 a setembro de 2023 e
tratadas no HCB;

2. Determinar as taxas de Sobrevida Global e Sobrevida Livre de Evento (6bito ou
recidiva) dos pacientes tratados para LLA B no HCB no periodo de julho de
2018 a setembro de 2023;

3. Caracterizacao bioldgica da LLA B em criancas tratadas no Hospital da Crianca
de Brasilia através da identificacdo de diferentes subtipos bioldgicos e
comparar as frequéncias de alteragfes genéticas e moleculares encontradas
em pacientes com diagnéstico de LLA B em um centro de referéncia de
tratamento oncoldgico do Distrito Federal com a frequéncia das mesmas

alteragOes em outras localidades do mundo;

4.  Correlacionar os subtipos bioldgicos de LLA B com marcadores de progndéstico,
resposta ao tratamento e desfecho clinico;

5. Comparar o perfil de marcadores bioldgicos apresentados pelos pacientes com
evolugbes clinicas distintas a fim de identificar potenciais associacdes com

prognostico e resposta ao tratamento;

6. Identificar a presenca de sobreposicdo de diferentes alteracbes genéticas e
moleculares em um mesmo paciente e avaliar o impacto dessa associagao
sobre a evolucdo clinica, especialmente quando uma das alteracdes

encontradas ja tenha significado progndéstico documentado pela literatura.

74



== Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

7. Propor um fluxograma para diagnéstico e caracterizacdo biolégica de LLA B

gue possa ser acessivel a instituicdes no Brasil;
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3 METODOLOGIA
Estudo analitico, retrospectivo, na area de biologia molecular.

3.1 Critérios deinclusao

Criancas com idade até 18 anos atendidas pelo servico de Oncologia e
Hematologia do HCB e que tiveram diagnostico estabelecido de LLA B no periodo de
julho de 2018 a setembro de 2023. Autorizagdo pelos responsaveis legais e pelos
pacientes através de assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE) e termo de assentimento livre esclarecido, respectivamente (TALE).

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do Hospital da
Crianca de Brasilia em 04 de julho de 2021, CAAE 44796221.9.0000.0144 (anexo 1).

Consentimento informado:

A partir dos dados disponiveis no Registro Hospitalar de Cancer, os pacientes
elegiveis foram recrutados durante visitas hospitalares para a realizacao de consultas
médicas ou através de ligacdes telefébncias e atendimento remoto (video
conferéncia). Para contato tefénico, foram utilizadas as informac6es cadastradas no
prontudrio eletrénico (telefone, e-mail, endereco, etc).

O termo de consentimento foi apresentado pessoalmente (de forma presencial
ou por videochamada) por profissional capacitado para esclarecer os detalhes do
estudo e foi aplicado de forma digital com a utilizacdo do software RED Cap.

Foi solicitado dispensa dos TCLE e TALE para os participantes que foram a
Obito, pois além de o vinculo dos familiares com a instituicdo ter sido encerrado, a
aplicacado da solicitacdo para a participacdo em pesquisa poderia gerar um dano

emocional importante aos familiares.

Manutencao do sigilo:

Para garantia da preservacao do sigilo de todas as informacdes pessoais,
dados clinicos e achados laboratorias, os paciente foram identificados pelo nimero
de registro no laboratério de pesquisa translacional e pelo nimero de indenticacao

do paciente na ferramenta de coleta de dados (software RED Cap).
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Os participantes do estudo foram esclarecidos em relagao ao direito de buscar
indenizacao em caso de quebra do sigilo médico e violagéo do direito de privacidade.

3.2 Critérios de exclusao

Pacientes atendidos pelo servico de Oncologia e Hematologia do HCB com
diagnostico estabelecido de LLA B no periodo de julho de 2018 a julho de 2023 e
com idade inferior a 1 ano de idade, pacientes com Sindrome de Down e pacientes
com LLA L3 (Linfoma de Burkitt).

Foram excluidos também os pacientes cujas amostras de medula 6ssea foram
insuficientes ou inadequadas para realizacdo dos exames propostos, pacientes cujos
responsaveis recusaram assinar o TCLE, pacientes admitidos com diagnéstico de
recidiva ou que ja haviam sido submetidos a tratamento prévio para LLA.

3.3 Tamanho amostral

Para caracterizacdo da populacdo de pacientes pediatricos diagnosticados
com LLA-B no HCB no periodo de estudo (5 anos), foi tomado como referéncia o
namero de diagnésticos do periodo anterior ao estudo (2014 a 2018), que foi de 181
(registros da instituicdo), chegando-se a um numero amostral de 63 utilizando-se a

formula:
n = (Z2. p(1-p)/ed)/(1+(z2. p (1-p)/e3N))

em que n é o numero amostral, N é o tamanho da populacao (181), e € a margem de
erro (0,1) e z indica o escore z (nesse caso 1,96, referente ao nivel de confianca de
95%).

Dada a frequéncia histérica de atendimento registrada no HCB, e
considerando uma taxa de adesdo ao estudo de 60% no periodo de recrutamento,
foi inicialmente estimado uma amostra minima de 75 pacientes, suficiente, portanto,
para descricdo apropriada da populacdo no periodo estudado, mas também para
detectar um efeito significativo referente as principais correlagbes a serem testadas,
considerando variancias moderadas ou testes ndo paramétricos, com nivel de

significancia de 0,05.
77



== Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

Dessa forma, se estabeleceu um piso amostral, uma vez que quanto maior
0 numero de pacientes incluidos no estudo maior a possibilidade de caracterizagdo
de subgrupos especificos quanto aos marcadores moleculares, ja que o calculo
amostral preciso nao foi exequivel nesses casos (principalmente para variaveis
numeéricas) devido a auséncia de evidéncias prévias ou estudo piloto.
A amostragem do estudo foi realizada por conveniéncia, pois a incidéncia de LLA nao

permite uma ampla janela de recrutamento.

3.4 DiagnosticodaLLAB

O diagnostico de LLA B foi realizado através da avaliacdo morfolégica de MO e
da realizacdo de imunofenotipagem por citometria de fluxo. Para a caracterizagao
incial da leucemia, foram realizados cari6tipo por citogenética convencional e
pesquisa de rearranjos recorrentes através da técnica de RT-PCR.

A avaliacdo da disseminacao extramedular foi realizacdo através da avaliacédo

do liquido céfalo raquidiano (LCR) e do exame clinico dos testiculos.

3.4.1 Coleta de material, isolamento de mononucleares e extracdo de acidos

nucleicos.

As amostras de medula 6ssea para confirmacédo do diagndstico de LLA foram
coletadas através de puncdo aspirativa com agulha especifica. O procedimento foi
realizado em ambiente de centro cirdrgico sob sedacdo, com agulha especifica para
aspirado de MO. Em casos excepcionais (gravidade do paciente) o procedimento foi
realizado unidade de terapia intensiva, com sedacao ou anestesia local. A puncéo
aspirativa de MO foi realizada em crista iliaca posterior (preferencialmente) ou
anterior.

Imediatamente apods a coleta, foram realizados esfregacos para avaliacdo
morfologica e as amostras de aspirado de medula 0ssea (sangue periférico, em
situacOes de elevada leucometria e gravidade do paciente) foram encaminhadas para
0 Laboratério de Pesquisa Translacional do HCB para a realizacdo de
imunofenotipagem por citometria de fluxo, citogenética (cultivo celular) e para a
pesquisa de translocacdes recorrentes. Os remanescentes das amostras foram

utilizados para as analises propostas neste projeto. Portanto, os pacientes nao foram
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submetidos a procedimentos de coletas adicionais aos previstos pela rotina
preconizada para diagnéstico de tratamento.

3.4.2 Isolamento de mononucleares e extracao de acidos nucleicos.

As células mononucleares sanguineas foram isoladas em gradiente de Ficoll
(Ge Healthcare Life Sciences) lavadas em PBS 1X e aliquotadas em dois tubos: um
para extracdo de RNA total pelo método do Trizol® (Invitrogen), destinado a pesquisa
de translocacdes e andlise de expresséo génica, e um segundo para extracdo de DNA,
destinado as andlises de sequenciamento e analises de fragmentos.

O DNA das amostras foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega), conforme as instru¢des dos fabricantes. Apds a extracdo, as
amostras foram quantificadas em espectrofotometro e posteriormente acondicionadas

a 4°C (amostras de DNA) e -80°C (RNAs) até a realizacéo dos ensaios.

3.4.3 Andlise morfolégica de MO

Para avaliacdo morfolégica, esfregacos de amostras de medula 6ssea de
pacientes com suspeitas de leucemia aguda foram corados com hematoxilina eosina.

A avaliacdo morfologica através de microscopia Optica de amostras de medula
Ossea foi realizada por profissional médico hematologista. O diagnéstico de Leucemia
Aguda foi estabelecido quando identificadas 25% ou mais células blasticas no
aspirado de medula 6ssea (FABM3).

Embora as caracteristicas morfolégicas possam sugerir a origem do clone
leucémico, € preconizado que a definicdo de linhagem leucémica seja realizada

através de imunofenotipagem por citometria de fluxo.

3.4.4 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realizada em amostras de MO
ou de sangue periférico (em casos de alto leucometria e gravidade clinica) para a
confirmacéo do diagndstico de LLA e para a afericdo de DRM conforme o preconizado

pelo protocolo de tratamento (Anexo 4).

A imunofenotipagem foi realizada com citbmetro de 8 cores. Os eventos

celulares foram adquiridos através do citdbmetro FACS Canto Il (BD) e a analise dos
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dados foi realizada com a utilizacdo dos softwares FACS Diva (BD) e Infinicyt
(Cytognos verséo 2.0) (Van Dogen et al., 2012).

As amostras de MO ou SP de pacientes com suspeita de Leucemia Aguda
foram analisadas incialmente por um painel de triagem, que distingue a linhagem da
célula neoplasica (mieloide, linfoide B ou linfoide T). De acordo com a linhagem
identificada pelo painel inicial, o amostra foi submetida a analise subsequente, com
painel ampliado e especifico, para melhor caracterizacéo do clone leucémico (Quadro
18 e Quadro 19).

Quadro 18 - Painel de anticorpos para triagem de leucemias agudas (08 marcadores)

FITC PE PE CY7 APC A. FLUOR PACIFIC P. ORANGE
750 BLUE

Quadro 19 - Painel de anticorpos para o diagnéstico de LLA B (25 marcadores)

FITC (= PERCP PE CY7 APC A. FLUOR PACIFIC P. ORANGE
CY5.5 750 BLUE
CD19 CD10 CD38 CD20 CD45

Tubo 1 CD81 CD34

Tubo 2 CD36 NG2 CD34 CD19 CRLF2 CD38 CD20 CD45

Tubo 3 IgM* CD22 CD34 CD19 IgM CD2 CD33 CD45
BVv421

*Tubos com Ig utilizar sempre amostras (300ul) lavado 2x com PBS

Para a pesquisa de DRM, foi utilizado outro painel de anticorpos (Quadro 20)
(Theunissen et al., 2017).

Quadro 20 - Painel de anticorpos para a deteccdo de DRM em pacientes com LLA B (18 marcadores

PERCP PE A. FLUOR PACIFIC P. ORANGE
CY5.5 CY7 750 BLUE
Tubo CD81 CD66¢+CD123 CD34 CD19 CD10 CD38 CD20 CD45
1
Tubo CD81 CD304+CD73 CD34 CD19 CD10 CD38 CD20 CD45

*Realizar protocolo de Bulk Lyse. Adquirir 5.000.000 de eventos por tubo.
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3.4.5 Avaliacao de infiltragdo no SNC

Logo apo6s o diagndstico, na fase incial do tratamento de inducdo (D1 em
pacientes tratados pelo protocolo BFM adaptado e D5 pelo protocolo GBTLI 2021) foi
realizada puncédo lombar para coleta de amostra de Liquido Cefalo Raquidiano (LCR)
com o objetivo de classificar a leucemeia em relacdo a presenca de infiltracéo
leucamica do SNC. A amostra de LCR foi submetida a analise bioquimica, contagem
celular e avaliacdo morfologica por microscopia Optica. Para exame morfologico, as
laminas foram submetidas a preparacao de Cytospin. De acordo com a citologia do
LCR os pacientes foram classificados em:

- SNC 1: Definida pela avaliacdo morfolégica do LCR, sem deteccao de células
blasticas e sem evidéncias de puncéo lombar trauméatica

- SNC 2: Foram incluidas na classificacdo SNC 2, duas situacdes em que 0
progndéstico em relagdo ao acometimento do SNC é intermediario, ou seja, pior do
que o observado em pacientes em que h& auséncia de deteccédo de células blasticas
e melhor que o prognostico dos pacientes em que a infiltracdo do SNC é
documentada:

a. Presenca de célula blastica no LCR, cuja contagem de leucécitos/mmz2 é
inferior a 5;

b. Ocorréncia de puncao lombar traumatica (PLT), definina por contagem de
hemacias igual ou maior que 10/mms3 de amostra de LCR;

- SNC 3: Configura infiltracdo leucémica do SNC e é definida pela presenca
de que 5 ou mais leucocitos/mm?3 de amostra de LCR com presenca de célula blastica
identificada por avaliagdo morfol6gica.

3.4.6 Avaliacdo do cariétipo

Citogenética Convencional

Para a avaliacdo das alteracdes cromossémicas numericas e estruturais, foi
realizado cultivo de linfécitos a partir das amostras de aspirado de medula 6ssea. As
culturas passaram por protocolo de citogenética classica e coradas pela técnica de
coloragéo por Banda G (Seabright, 1971) (ANEXO 5).

Foram confeccionadas laminas que foram tratadas em solugdo de tripsina
1:250 a 0,1% em tampao Dulbeco e, em seguida, coradas em solugcéo de Giemsa 2%
em tampao fosfato. Vinte metafases foram analisadas e documentadas utilizando-se
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microscépio Zeiss com software de captura lkaros MetaSystem, e os cari6tipos foram
descritos seguindo o ISCN (2020).

Citogenética Molecular

Os estudos de citogenética molecular foram realizados pela técnica de
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH - Fluorescent In Situ Hybridization),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Foram utilizadas sondas para os genes
ABL1, ABL2, CRLF2, JAK2, KMT2A, PDGFRB e RUNX1.

As laminas foram desidratadas em sequéncia de etanol 70%, 90% e 100%,
tratadas em solucdo de pepsina/HCL e lavadas em PBS, para eliminacdo do
citoplasma e proteinas. Em seguida, receberam solucdo poés-fix para inicial
desnaturacdo do material genético, lavadas em PBS e desidratadas novamente. Por
fim, foi realizada desnaturacéo total da amostra e da sonda a 74°C. A hibridizacéo foi
feita na estufa de CO2 a 37°C em camara umida por 24h. Foram realizadas lavagens
de extringéncia em Solucéo Salina-Citrato, e a contra coloracao foi feita com solucao
de 4’,6-diamidino-2- phenylindole (DAPI).

As amostras de citogenética foram analisadas em microscépio Optico de
fluorescéncia Axio Imager D2 (Zeiss) e capturadas pelos programas lkaros e Isis
(MetaSystem) e os resultados serdo descritos de acordo com o ISCN 2020
(McGowan-Jordan; Simons; Schmid, 2020).

3.4.7 Pesquisa de rearranjos recorrentes em LLA

A pesquisa de rearranjos génicos em amostras de aspirado de medula 6ssea
de pacientes com diagnéstico de LLA B foi realizada através da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase ap0Os transcricdo reversa (RT-PCR) (ANEXO 6). Foram
utilizados primers para deteccdo dos hibridos ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1,
KMT2A::AF4, BCR::ABL1p190 e BCR::ABL1p210. Além dos hibridos, séo incluidos
nos testes um controle positivo para avaliagdo de qualidade da amostra por paciente
(gene da beta-microglobulina — 32m) e controles negativos de cada par de primer (Van
Dongen et al., 1999) (Figura 8).
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ETV6::RUNX1

B2M

Figura 8 - Gel confirmatdrio do rearranjo ETV6::RUNX1.

3.5 Caracterizacédo bioldgicada LLA

Além dos exames de citogenética e RT-PCR para pesquisa de translocacfes
recorrentes, foram utilizadas as seguintes técnicas para uma melhor caracterizacéo
bioldgica da LLA foram: MLPA (Multiplex Ligation-dependent Amplification), RT-PCR,
PCR, hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), analise de polimorfismo por
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), andlise de fragmento por
eletroforese capilar e sequenciamento de nova geragéo (NGS).

3.5.1 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

ApGs a caracterizacdo imunofenotipica como LLA B, as amostras foram
avaliadas por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Amplification) para a detecgéo de
delegbes e duplicagbes em genes e locus envolvidos na leucemogénese de células
linfoides. O MLPA é um método sensivel que se baseia na reacdo em cadeia de
polimerase e eletroforese capilar e que detecta multiplas cépias de cerca de 50
diferentes alvos de DNA genbmicos. Ele tem a vantagem de ter baixo custo e
avaliacdo mais rapida que ensaios de DNA para a identificacdo de alteracdes
genéticas importantes e atualmente € amplamente utilizado para a identificacdo de

alteracdes no nimero de copias na LLA.

Foram pesquisadas delec¢des e duplicacdes nos genes IKZF1, PAX5, ETVS6,
RB1, BTG1, EBF1, CDKN2A-CDKN2B, ERG, CRLF2 e alterac6es numéricas na
regido Xp22.33 e no cromossomo 21 (IAMP21).
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Os ensaios foram feitos com o kit comercial SALSA MLPA probemix P327
IAMP21-ERG e com o kit probemix P335-B2 ALL-IKZF1 (MRC-Holland), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O kit P335 contém oito sondas para IKZF1 (7p12.2),
sete sondas para PAX5 (9p13.2), seis sondas para ETV6, cinco sondas para RB1
(139g14.2), quatro sondas para BTG1 (12921.33), quatro sondas para EBF1 (5933.3),
trés sondas para CDKN2A-CDKNZ2B (9p21.3) e cinco sondas para a regido Xp22.33.
(regido pseudoautossémica PAR1) envolvendo os genes CRLF2, CSF2RA, IL3RA e

P2RY8 (Quadro 21).
\[o}
Gene
sondas

Quadro 21 — Numero de sondas
IKZF1 (7pl12.2)

PAX5 (9p13.2),

ETV6

SALSA MLPA Probemix P335-B2 RB1 (13g14.2)

ALL-IKZF1 BTG1 (12g21.33)
(MRC-Holland) EBF1 (5033.3)
CDKN2A-CDKNZ2B (9p21.3)
regido Xp22.33 (PAR1)

SALSA MLPA Probemix P327 IAMP
iIAMP21-ERG ERG

Os produtos das reacdes de MLPA foram analisados por eletroforese capilar

(0[]

g W b~ b~ O] O N

no equipamento ABI3500 (Applied Biosystems). A interpretacdo do numero de copias
para cada uma das sondas e seus respectivos genes foram feitas no software
Coffalyser.Net (MRC-Holland). Avaliamos as razdes do numero de copias de cada
gene considerando percentual de células blasticas nas amostras de MO analisadas.
Em geral, razdes entre 0,75 e 1,3 foram considerados normais. Raz6es abaixo de 0,75
foram consideradas delec6es e acima de 1,3 consideradas como amplificacdo (Figura
9) (Yu et al, 2020).
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Figura 9 - Imagem de avaliagdo de MLPA.
Paciente IKZF1P"“s (dele¢do IKZF1A2-7 + delCDKN2A + del CDKN2B + delPAX5)

3.5.2 Exames complementares/confirmatorios

De acordo com os resultados obtidos a partir do MLPA, para complementacéo
ou confirmacdo dos achados, as amostras foram direcionadas para realizacdo de
exames adicionais (Tabela 19).

Delecdo no IKZF1: Para pesquisa de delecdo no gene IKZF1 também foi

realizado PCR genbmica em multiplex adaptada de Caye e colaboradores. A
adaptacao consistiu no uso de eletroforese em gel de agarose 1,5% da reacédo dos

pares de primers individualizados apds multiplex positivo (Caye et al., 2013).

Fuséo EBF1/PDGFRB: pesquisa por RT-PCR (Lengline et al., 2013).

Avaliacdo do CRLF2: A expressdo de CRLF2 na superficie celular foi

guantificada por citometria de fluxo e fusdo P2RY8::CRLF2 foi pesquisada por RT-
PCR (Mullighan et al 2009, Hertzberg et al, 2010).

JAK1 e JAK2: O sequenciamento direto dos éxons 13 e 14 de JAK1 e 16,20 e
21 de JAK2 foram feitos com a utilizacdo do reagente BigDye Direct Terminator V3.1
(Applied Biosystems) e os produtos sequenciados no equipamento ABI3500 (Applied
Biosystems). A analise dos eletroferogramas foram feitos com auxilio do programa
CLC WorkBench V6.0 (Qiagen) (Chen et al., 2012).

FLT3: A pesquisa de variantes genéticas no dominio da tirosina-quinase FLT3
(D835) foi realizada através da analise de polimorfismo por comprimento de fragmento
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de restricao (RFLP: “restriction fragment length polymorphisme”). A reagdo de PCR
incluiu 1x tamp&o de PCR, 200 nM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCI2, 0,75 U de
Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) e 0,2 mM de cada primer
(FWD-CCGCCAGGAACGTGCTTG, REV-CAGCCTCACATTGCCCC). As condicdes
de PCR foram 95°C por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma extensao final a 72°C por 5
minutos. Os produtos de PCR foram digeridos usando a enzima de restricdo EcCORV
(NEB). Amostras que mostraram alteracbes por RFLP foram submetidas ao
sequenciamento de Sanger (Figura 10a).

A deteccdo de variantes no dominio juxtamembrana (FLT3-JM-INDEL) foi
conduzida por andlise de fragmentos no ABI3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). O PCR foi realizado sob as mesmas condi¢cdes descritas acima, mas
com 27 ciclos, utilizando os primers FWD-6-FAM-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC
e REV-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC. O tamanho do fragmento foi estimado
usando o padrdo de tamanho GeneScan™ 500 LIZ (Thermo Fisher Scientific). A
proporcao entre o pico mutado e o de tipo selvagem foi determinada dividindo as areas
dos picos (MUT/WT) (Murphy et al., 2003) (Figura 10b).

As mutacdes FLT3 foram classificadas de acordo com os critérios da AMP para
variantes somaticas (Li et al, 2017) (anexo 9).

a)

b)

| i
L a‘.

Figura 10 — Pesquisa de mutacdo no FLT3
a) Deteccéo de variantes no dominio tirosina quinase (FLT3-TKD) por RFLP. b) Detec¢éo de variantes
no dominio justa-membranar (FLT3-JM-INDEL)
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A andlise de expressdo de FLT3 foi realizada através de RT-gPCR em

amostras de medula 6ssea coletadas no momento do diagndstico (anexo 8).

Para determinar a quantificacdo relativa (RQ) da expressao génica, os dados
foram analisados usando o método de quantificagdo comparativa Ct (AACt). A
quantidade de cada mRNA, normalizada para os genes de referéncia endégenos
(HPRT1 e B2M) e relativa ao valor mediano como calibrador, foi convertida em

quantificacao relativa pela formula: 2—-AACt (Figura 11).
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Figura 11 - RTq PCR para avaliacdo de expresséo de FLT3.

Abaixo, o quadro apresenta de forma resumida as metodologias adotadas para

a identificacédo dos diferentes marcadores biologicos na LLA B (quadro 22).

Quadro 22 - Exames complementares para identificacdo de biomarcadores em LLA B

ALTERACAO TECNICA REFERENCIA
Delecdo no IKZF1 PCR gendmica em multiplex adaptada Caye et al,
2013
S st 6EHeRIE S Imunofenotipagem por citometria de fluxo. Mullighan et
superficie celular al., 2009
fusdo P2RY8::CRLF2 RT-PCR Mullighan et
al., 2009
Sequenciamento Reagente BigDye Direct Terminator V3.1 (Applied | Chen et al.,
JAK1 (exons 13 e 14) Biosystems) 2012
S (G ale 2o Zi D Sequenciados no  equipamento  ABI3500 (Applied
Biosystems)
Andlise dos eletroferogramas com auxilio do
programa CLC WorkBench V6.0 (Qiagen)
FLT3 mutagcdo TKD Andlise de polimorfismo por comprimento de | MURPHY etal,
fragmento de restricdo 2003.
FLT3 ITD Analise de fragmento por eletroforese capilar MURPHY et al,
2003
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3.5.3 Sequenciamento de Nova Geracéo (NGS)

Amostras de 59 pacientes de nosso grupo de estudo foram submetidas ao
sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) em painel amplo para pesquisa de
mutacdes, indels e fusdes génicas a partir de DNA e RNA de genes associados com
a LLA B. Para o NGS foi utilizada a plataforma de sequenciamento da Illumina
NextSeq550.

O painel genético utilizado para avaliacgdo em RNA por captura hibrida é
composto por cerca de 500 genes. O painel possibilitou a geragcdo de uma biblioteca
feita a partir de RNA total.

O fluxo para o NGS constitui no preparo da biblioteca por captura hibrida,
controle de qualidade da biblioteca, sequenciamento genético, analise de dados com
chamada de variantes, confec¢do do relatorio por paciente a luz de banco de dados
de variantes humanas, levantamento da literatura, guias e normativas internacionais
de analise e nomenclatura de variantes humanas.

A andlise para identificagéo de variantes incluiu: variantes de nucleotideo Unico,
insercbes e delecdes ou fusdo génica e expressdo génica. Os critérios de
classificacdo de variantes incluiram as diretrizes para classificacdo de variantes
somaticas no cancer (Horak et al, 2022), bem como diretrizes do Colégio Americano
de Genética Médica (Richards et al., 2015).

As andlises dos dados de NGS foram feitas usando os programas GATK,
Samtools, Freebayes e VarDict e ANNOVAR, em concordancia com o consorcio
internacional de dados gen6micos (https://dcc.icgc.org/pcawg). Viés de orientacdo e
posicdo de leitura foram utilizados para filtrar potenciais artefatos de predicdes
provenientes de dados brutos. As analises dos dados de NGS a partir de RNA foram
feitas usando programas que possuam pipelines para alinhamento de RNA-seq (e.g.
STAR-CITE). Variantes nao silenciosas que passaram no controle de qualidade e na
analise de polimorfismos presentes na populacdo geral (quando confrontados com
bancos genomas como gnomAD e os 1000 genomas) foram classificadas como: a)
patogénicas, b) provavelmente patogénica, c) de significado incerto, d) provavelmente
benigna ou e) benigna. Critérios de classificacao incluiram informagdes de bancos de
dados, previsdes computacionais do efeito mutacional na funcéo da proteina, estudos
funcionais.
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3.6 Calculo de frequéncia de marcadores bioldgicos e classificagdo em
subtipos bioldgicos.

Avaliamos frequéncia de cada alteracdo bioldgica individualmente,
independente da associacdo com outra alteracdo genética e molecular. Para calculo
da frequéncia de cada alteracdo, o numero utilizado no denominador foi 0 nUmero de
exames realizados para a deteccao (e nao a populacéo total).

Classificamos os pacientes em 14 diferentes subtipos biologicos de LLA B: alta
hiperdiploidia, baixa hiperdiploidia, hipodiploidia, iIAMP 21, ETV6::RUNX1, rearranjo
do KMT2A, TCF3::PBX1, BCR:ABL1, del IKZF1, IKZF1rlus, alteracdo do PAXS5,
alteracdo do ERG, mutacédo do FLT3 e outros. Apresentamos um grafico de barras
com a distribuicdo dos pacientes nos diferentes subgrupos. Nesta andlise, o
percentual de cada subtipo representa a propor¢céo de exames positivos para cada
marcador dentro da amostra total - 156 pacientes - independentemente do nimero de
pacientes submetidos ao exame para deteccdo. Nos casos em que houve
sobreposicdo de alteragdo, o subtipo biolégico IKZF1Pus, a presenca do rearranjo
P2RY8::CRLF2, alteracdes no PAX5 e muta¢cées no FLT3 foram considerados
parametros prioritarios, seguidos pelas alteracdes moleculares recorrentes e por

altimo, alteragBes citogenéticas.
3.7 Estratificacdo de risco e tratamento de LLA B

Foram incluidos no estudo dois grupos de pacientes submetidos a protocolos
de tratamento distintos. No periodo de julho de 2018 a setembro de 2022 as criancas
foram submetidas a tratamento quimioterapico fundamentado no protocolo ALLIC
BFM 2009 e padronizado para a instituicao.

A partir de setembro de 2022, o Hospital da Crianca de Brasilia, membro do
Grupo Cooperativo de Tratamento de Leucemias na Infancia, passou a utilizar o
tratamento proposto pelo protocolo GBTLI 2021.

Os quimioterapicos utilizados pelos dois esquemas sdo os mesmos, as fases
de tratamento semelhantes. As maiores diferencas estéo relacionadas a intensidade
do tratamento. No BFM, a abordagem incial € mais agressiva e apds 6 a 8 meses de
tratamento mais intensivo, 0 paciente inicia a fase de manutengdo com quimioterapia
em menores doses. No GBTLI, a intensidade do tratamento é reduzida,
especialmente na fase de indugdo. H4 uma compensacéo parcial da intensidade do
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tratamento com a introdugcdo de periodos subsequentes de intensificacao
intercalados com fases de manutengao (“descanso”, em que o paciente recebe QT
em menores doses).

O Quadro 23 e 0 Quadro 24 sumarizam as classificacdes de risco adotadas
pelos dois protocolos, os critérios adotados para a estratificacdo e o tratamento de
inducao e consolidagao preconizados para cada protocolo de tratamento.
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Quadro 23 - Classificagdo de risco, critérios para classificacéo e tratamento de inducéo dos protocolos ALLIC BFM 2009 adaptado e GBTLI 2021

Critérios para
Classificagao de
Risco ao
Diagnéstico

Quimioterapia de
Inducgéo

Momentos de
avaliacdo de DRM

Baixo Risco

ALLIC BFM 2009 adaptado

Risco Intermediario
(RI)

Alto Risco (AR)

Baixo Risco
Provisério (BRP)

GBTLI 2021
Risco Intermediario (RI)

Alto Risco (AR)

Idade > 1 e <6 anos Sem critério para BCR-ABL1 Idade =1 and < 10 Uso prévio de corticdide Idade = 10 anos

GB<20000/mm? baixo risco ou alto MLL-AF4 GB < 50000/mm3 BRP e DRM D19 > 0.01 GB 2 50000

e risco SNC1 ou SNC2 SNC3

Auséncia de critério Auséncia de infiltragdo Infiltragéo testicular

para alto risco testicular (TCF3-PBX1); (KMT2A-AFF1);
Ph-like;
(TCF3-HLF); hipodiploidia < 45
cromossomos (DNA index < 1)

Fase 1 Fase 1 Fase 1 Fase 1 Fase 1 Fase 1

VCR 1,5mg/m2 X 4
Daunorrubicina
25mg/m2 X 2

PEG asparaginase
2500U1/m2 X 1
Prednisona
40mg/m? D1 a D28
MADIT X 3 (5X se
SNC2)

VCR 1,5mg/m2 X 4
Daunorrubicina
25mg/m2 X 4

PEG asparaginase
2500U1/m2 X 2
Prednisona
40mg/m2 D1 a D28
MADIT X 3 (5X se
SNC2)

VCR 1,5mg/m2 X 4
Daunorrubicina
25mg/m? X 4

PEG asparaginase
2500U1/m2 X 2
Prednisona
40mg/m? D1 a D28
MADIT X 3 (5X se
SNC2)

VCR 1,5mg/m2 X 4
Daunorrubicina
25mg/m2 X 2

PEG asparaginase
2500U1/m2 X 1
Prednisona 40mg/m?2
D1 a D26 (redugéo até
D30)

MADIT X 3 (4X se
SNC2)

VCR 1,5mg/m2 X 4
Daunorrubicina 25mg/m2 X 2
PEG asparaginase 2500Ul/m2
X1

Prednisone 40mg/m2 D1 a D28
(redugéo até D33)

MADIT X 3 (4X se SNC2 ou
SNC3)

VCR 1,5mg/m2 X 4
Daunorrubicina 25mg/mz2 X 2
PEG asparaginase 2500U1/m2 X 1
Prednisona 40mg/m2 D1 a D28
(reducao até D33)

MADIT X 3 (4X se SNC2 ou
SNC3)

Fase 2 Fase 2 Fase 2 Fase 2-

Ciclofosfamida Ciclofosfamida Ciclofosfamida Fase 2 Fase 2

1000mg/m2 X 2 1000mg/m2 X 2 1000mg/m2 X 2 Ciclofosfamida 1000mg/m?2 X 1 Ciclofosfamida 1000mg/m? X 1

Citarabina 75mg/m? Citarabina 75mg/m? Citarabina Citarabina 75mg/m2 X 4 days X Citarabina 75mg/m2 X 4 days X 2

X 4 dias X 4 sem X 4 dias X 4 sem 75mg/m2 X 4 dias X 2 semanas semanas

6MP  60mg/m#/dia 6MP  60mg/m2/dia 4 sem 6MP 60mg/m?/dia 14dias 6MP 60mg/m?/dia 14dias

28 days 28 days 6MP 60mg/m#dia MADIT 1X MADIT 1X

MADIT 2X MADIT 2X 28 days *PEG 2500 Ul/m2 X 1 se DRM *PEG 2500 Ul/m2 X 1 se DRM
MADIT 2X D1920,1 D1920,1

D15 D15 D15 D19 D19 D19

D33 D33 D33 D26 D49 D49

D78 D78 D78 D49 Apos consolidacéo (se DRM+ no | Apos consolidacéo (se DRM+ no

Apbs consolidacéo (se
DRM+ no D49)

D49)

DA49)
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ALLIC BFM 2009 adaptado

Critérios para
classificacao
de risco

(ap6s inducéo)

Quimioterapia
de
Consolidagao

~
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Baixo Risco

Idade < 6anos

Risco

Intermediario

(RI)
Auséncia de

Alto Risco (AR)

DRM no D15 > 5% or

Baixo Risco
Verdadeiro

BRP e

Risco Intermediario

(R1)

Uso previo de

GBTLI 2021

Alto Risco
(AR)

AR ao

Extremo Alto Risco

DRM D49 > 5%

e critério para DRM do D78 > 0,01% DRM D19 < 0,01 | corticéide diagndstico ou
GB <20000/mm* | baixo ou alto BRP e DRM D19 ou DRM pés consolidagéo
€ risco 20,01 and <5 DRM D19 25 20,01
DRM D15 < 0,1% e DRM D49 <0,01 ou
e )
Pacientes com GB DRM D49 = 0,01
2L PSS >50000/mm? e <
0,01% e 10
DRM D78 < 0,01% ( ano_s e_ _
hiperdiploidia ou
ETV6-RUNX
MTX 2g/m2 em MTX  5g/m2 Trés ciclos distintos, 2x cada ciclo. MTX  2,5g/m2 MTX 2,5g/m2 em 6h X MTX 5g/m2 em MTX 5g/m2 em 6h X 2
24h X 4 (ciclos a em 24h X 4 HR1-HR2-HR3- HR1-HR2-HR3 em 6h X 4 4 (ciclos a cada 15 6h X 4 (ciclos a (ciclos a cada 15 dias)
cada 15 dias) (ciclos a cada HR1 (ciclos a cada dias) cada 15 dias) MADIT X 2
MADIT X 4 15 dias) MTX 5a/m2 em 24horas 15 dias) MADIT X 4 MADIT X 4 6MP 25mg/m2 por 28
6MP  25mg/m?2 MADIT X 4 9 MADIT X 4 6MP 25mg/m?2 por 56 6MP 25mg/m? dias
. Dexametasona 20mg/m? 5d .
por 56 dias 6MP Vincristinal 5ma/m2 X 2 6MP 25mg/m? | dias por 56
25mg/m2 por ncristinal,smg/m por 56 dias dias Se DRM ti 5
56 dias Ciclofosfamida 200mg/m2 X 5 € negativa apos

Citarabina 2g/m2X 2
PEG asparaginase 2500U1/m2 X1
MADIT X1 (2x se SNC3)

HR2

MTX 5g/m? em 24 horas
Dexametasona 20mg/m? 5d
Vinblastina 6mg/m?2
Ifosfamida 800mg/m2 X 5
Daunorubicina 30mg/m?2 X1
PEG asparaginase 2500U1/m?
MADIT X1 (2x se SNC3)

HR3

Dexametasona 20mg/mz2 5d
Citarabina 2g/m2X 4
Etoposide 100mg/m?2 X5

PEG asparaginase 2500U1/m?
MADIT X 1

e ciclos, completar 4
ciclos de MTX 5g/m2 em
6hs e uso de 6MP por
56 dias

Se DRM + apos 2 ciclos:

Dexametasona 20mg/m?2
por 6 dias

Citarabina 2g/m2X 4
Etoposide 100mg/m? X5
PEG asparaginase
2500U1/m2

MADIT X 1
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3.8 Avaliacao de resposta ao tratamento

A avaliacdo da resposta ao tratamento quimioterapico foi realizada atraves da
deteccdo de DRM por citometria de fluxo (Anexo 1).

Para os pacientes que receberam tratamento pelo protocolo baseado no
protocolo ALLIC BFM 2009, a DRM foi realizada em amostras de medula 6ssea
coletadas no D15, D33 e D78. Para os pacientes tratados pelo protocolo GBTLI 2021
(em andamento), as amostras de medula 0ssea para avaliacdo de resposta ao
tratamento s&o coletadas no D19, D26 (no subgrupo de baixo risco), D49 e, nos casos
com DRM positiva no D49, nova amostra é coletada apés a fase de consolidacao.

Para as analises de DRM, foram utilizados painéis de anticorpos monoclonais
com 12 cores que permite a incorporacdo de marcadores para identificacdo de
células tumorais residuais com maior resolucdo, sensibilidade e especificidade e
protocolos de processamento padronizados e validados em diretrizes nacionais e
internacionais (Van Dongen et al., 2012; Theunissen et al., 2017; lkoma-Conturato et
al., 2022)

3.9 Coletade dados clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos e referentes ao tratamento quimioterapico foram coletados
dos prontuario médicos.

Do periodo de julho de 2018 a novembro de 2018, os dados foram coletados
do prontuério eletrdnico adotado pela Secretaria Estadual de Saude (Track Care) e
gue era também utilizado pelo Hospital da Crianca de Brasilia. A partir de nhovembro
de 2018, os dados foram coletados pelo prontuario do Sistema MV (adotado pelo
HCB nessa ocasiao).

Para coleta de dados foi utilizada uma ferramenta de coleta construida no
software RED Cap, especificamente para o projeto atual.

Foram coletados dados referentes a informacdes demograficas,
epidemioldgicas, tratamento prescrito e realizado, complicagcdes durante a inducao,
resultados de exames no diagnostico e nos momentos especificos de avaliacao de
resposta ao tratamento preconizado pelo protocolo de tratamento adotado. (Quadro
25)

Os resultados de exames laboratoriais foram coletados dos prontuarios
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médicos e do banco de dados do laboratoério de pesquisa translacional.

Quadro 25 - Dados Coletados dos Pacientes
Idade ao diagnéstico

Informacdées
. 2 Sexo
epidemiolégicas
Procedencia
Leucometria

Informacgdes do

diagnéstico Infiltracdo de SNC

Infiltracéo testicular

. . Ao diagnéstico
Classificacéo de risco —
Apés a inducao (de acordo com DRM )

Medicamentos utilizados (doses e datas)

Infecgéo
Complicacdes Diabetes
Tratamento de inducéo durante a 5 -
inducao Hipertensao
Trombose

Internacdo em UTI

Leucometria no D8

D15 (BFM adap); D19 (GBTLI)

Avaliacdo de respostaao A ICWE! D33 (BFM adap)
tratamento D78 (BFM adap); D49 (GBTLI)
D15 (BFM adap); D19 (GBTLI)

DRM D33 (BFM adap)

D78 (BFM adap); D49 (GBTLI)
Término do tratamento (RFT)

12 Remisséo
Em tratamento (RET)
Medular isolada
Desfecho Recidiva SNC isolada
Combinada
o Em remissao (por complicagdo) (OR)
Obito

Por doenca em atividade (OL)

3.10 Definicdo de desfechos

12 Remisséao fora de tratamento (RFT)

Pacientes que atingiram remissdo morfolégica e DRM < 0,01 e finalizaram o
tratamento quimioterapico
12 Remissdo em de tratamento (RET)

Pacientes que atingiram remissao morfolégica e DRM < 0,01 e encontram-se

em tratamento quimioterapico
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Remissdo apds recidiva (ou 22 remissao)

Pacientes que atingiram remissao morfolégica e DRM < 0,01 e finalizaram o
tratamento com quimioterapia ou com transplante de medula 6ssea (TMO)
Mortalidade Indutoria (Ml):

Pacientes que foram a 6bito até 35 dias a partir do inicio do tratamento (6bito

durante a primeira fase de incugao). (Prucker et al, 2009)

Obito em remissdo (OR) ou Obito relacionado ao tratamento (OR):

Pacientes que atingiram remissdo morfolégica e DRM < 0,01 mas que foram
a Obito por complicacdes relacionadas ao tratamento.
Obito sem documentacdo de remissdo (OSDRY):

Pacientes que foram a oObito em fase de inducado, antes de terem realizado
exame de reavaliacdo para documentacao de remissdo (em primeiro tratamento ou

em tratamento de recidiva)

Obito relacionado & Leucemia (OL):

Obito em paciente que n&o atingiu a remissdo morfoldgica e cuja causa de
Obito foi diretamente relacionada aos sintomas e complicacdes trazidos pele
Leucemia

Falha indutdria (FI): Presenca de > 5% de blastos e/ou DRM > 1% em amostra

de medula 6ssea coletada apos a quimioterapia de inducao (D78 para BFM adaptado
ou D49 poara GBTLI 2021).

Recidiva: Identificacdo de mais que 5% de células blasticas em amostra de
MO de paciente que tinha documentacédo prévia de remissao (< 5% de blastos)

Avaliamos dois grupos de pacientes com evolucdo desfavoravel: 1. Pacientes
gue apresentaram recidiva; 2. Pacientes que foram a ébito por toxicidade relacionada
ao tratamento. No segundo grupo, incluimos os pacientes que foram a O&bito
precocemente (sem documentacdo de remissdo) ou a 6bito em remisséo e excluimos

0S pacientes que apresentaram recidiva.

3.11 Anélise de dados

O banco de dados para as andlises de correlacdo foi composto por
informagdes clinicas e resultados de exames laboratoriais.
O banco de dados utilizado para as analises de correlacao foi composto por

informacdes clinicas dos pacientes e resultados de exames laboratoriais. As
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variaveis foram classificadas em quantitativas e categoricas, sendo analisadas com
base nas caracteristicas de distribuicAo e na escolha de testes estatisticos
apropriados para cada tipo de dado.

As variaveis quantitativas foram expressas por meio de medidas de tendéncia
central (como média e mediana), com base na andlise da distribuicdo de frequéncia
dos dados e a escolha dos testes de hipdtese foi guiada pelo coeficiente de
assimetria. Testes paramétricos foram aplicados quando os dados apresentaram
distribuicdo simétrica e dentro dos limites de normalidade, e ndo paramétricos foram
usados para dados com distribuicdo n&o normal.

As variaveis categoricas foram analisadas por meio do teste qui-quadrado
(x?) e, em casos de amostras pequenas ou frequéncias baixas, pelo teste exato de
Fisher. Para explorar associacdes significativas entre variaveis, foram calculados
também Risco Relativo (RR) — para avaliar a eficicia terapéutica ou desfechos
especificos e Odds Ratio (OR) — para medir a for¢ca de associacdo entre variaveis
independentes e desfechos.

Para as variaveis quantitativas ndo categorizadas, utilizaram-se o teste de
Mann-Whitney, para comparar dois grupos independentes, e o teste de Kruskal-
Walllis — para comparagéo entre trés ou mais grupos independentes.

As curvas de sobrevida global e sobrevida livre de eventos (SLE) foram
calculadas utilizando o teste de log-rank (Mantel-Cox). Todas as analises de
sobrevida foram realizadas com o software GraphPad Prism, facilitando a

visualizacao gréafica dos resultados.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricdo da amostra

4.1.1 Caracteristicas epidemioldgicas

No periodo de julho de 2018 a setembro de 2023, foram admitidas pelo servigco
de oncologia pediatrica do HCB 208 criancas com diagndstico de Leucemia Linfoide
Aguda, das quais 156 preenchiam os critérios para a inclusdo no estudo (LLA B, > 1
ano e < 18 anos, auséncia de Sindrome de Down e consentimento informado). Houve

5 casos de recusa de assinatura de termo de consentimento.

A idade dos pacientes variou entre 14 e 212 meses. O pico de incidéncia
ocorreu entre 2 e 4 anos de idade (Figura 12). Houve um discreto predominio de

pacientes do sexo masculino (relacdo homem/mulher: 1,05).

Idade ao Diagnotico
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Figura 12 - Distribui¢c@o dos pacientes em relacdo & idade.
Oitenta e seis pacientes (55%) residiam no Distrito Federal no momento do

diagnéstico. Os demais, foram provenientes de 8 estados de quatro diferentes regifes

do Brasil e um paciente foi procedente da Venezuela (Figura 13).
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Local de Procedéncia dos Pacientes
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Figura 13 - Distribuicdo dos pacientes em relacéo ao local de procedéncia.

Cento e vinte e dois pacientes receberam tratamento baseado no protocolo
BFM ALLIC 2009 e trinta e quatro pacientes estdo em tratamento segundo o protocolo
GBTLI 2021.

4.1.2 Leucometria ao diagnostico

Quando dividimos os pacientes em subgrupos de acordo com a leucometria ao
diagndstico, observamos contagem de leucdcitos inferior a 50.000 em 133 pacientes
(85,25%) e superior a 50.000 em 23 criancgas (14,74%) (Figura 14).

Leucometria ao diagndstico

=)
)
ES

M <5000/mm?

M 5000 a 10000/mm?3

M 10000 a 50000/mm?
50000 a 100000/mm?

>100000/m?3

Figura 14 - Distribuicdo dos pacientes em relagcao a contagem de glébulos brancos ao diagndstico.
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4.1.3 Classificacéo de risco

Entre os pacientes que receberam tratamento baseado no protocolo BFM, 57
(46,7%) foram inicialmente classificados como baixo risco, 59 (48,3%) como Risco
Intermediario e 6 (4,91%) como Alto Risco. Apds a inducdo, com a avaliacdo de
resposta bioldgica ao tratamento pela a DRM, houve um aumento do numero de
pacientes classificados como risco intermediario (74 pacientes, 60,6%) e de alto risco
(23 pacientes, 18,8%), conforme ilustrado na Figura 15. Em dois casos, 0s pacientes
preenchiam critério para estratificacdo como de baixo risco, mas receberam
tratamento de acordo com o esquema proposto para risco intermediario por terem feito
uso de corticosteroide oral antes da admissao (decisdo da equipe assistencial). Um
paciente apresentou infeccdo fungica disseminada durante a inducédo o que impediu
a continuidade do tratamento quimioterapico (falha indutéria por tratamento
descontinuado). Um paciente que havia apresentado documentacdo de remissao
morfolégica nos exames realizados no D15 (mielograma sem blastos e DRM 1,42) e
D33 (mielograma sem blastos e DRM 0,04), evoluiu com progresséo da doenca antes

do D78 (blastos no sangue periférico).

Grupo de Risco ao Diagndstico Grupo de Risco ao fim da Indugéo
(protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado) (protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado)

n=57,
47%

Baixo Risco m Risco Intermedidrio m Alto Risco Baixo Risco m Risco Intermediario m Alto Risco

Figura 15 - Classificacdo de risco dos 122 pacientes tratados pelo protocolo ALL IC BFM 2009
adaptado.
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A tabela 2 demonstra a classificagéo de risco ao diagnostico e ao fim da inducéo

e detalha os motivos para a mudanca na classificacao.

Tabela 2 - Classificacdo de Risco Inicial e ap6s indugcao baseado na resposta bioldgica (pacientes
tratados pelo protocolo BFM adaptado

Classificacéo de Classificacéo de risco ao

risco Inicial / n° de fim da inducéo Mudanca de classificacéo
pacientes
Risco n Motivo N° de pacientes
BR 24 NA
DRM D15 > 0,1 22
Baixo Risco RI 25 Uso de corticoide 2
57 N&o identificada 1
DRM D15>5 6
AR ! DRM D78 > 0,1 1
Outro 1 Interrupgéo tto / 1
Toxicidade /
BR 1 Comorbidade prévia
(paralisia cerebral)
RisCo RI 49 NA
Interng(;dlarlo DRM D15 > 5 6
AR 8 DRM D33 > 0,1 1 (DRM 0,55)
DRM D78 > 0,01 1 (DRM 0,34)
- Blastos no SP apds remissdo morfoldgica e
Recidiva 1 DRM D33 igual a 0,04
Alto Risco
6 AR 6 NA

BR: baixo risco; RI: risco intermediério; AR: alto risco; NA: ndo se aplica

Entre as 34 criancas incluidas no protocolo de tratamento GBTLI 2021, 22
foram estratificadas como baixo risco provisorio e 12 pacientes foram incialmente
classificadas como de alto risco, conforme mostrado na Figura 16. Os motivos para
classificagao inicial de alto risco foram: idade > 10 anos (4 pacientes), leucometria
maior que 50 mil/mm? (3 pacientes); idade maior que 10 anos associada a leucometria
acima de 50 mil/mm? (2 casos); rearranjo TCF3::PBX1 em 2 casos e infiltracdo de
SNC (cloroma) em 1 paciente.
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Grupo de Risco ao Diagnéstico Grupo de Risco ao fim da Indugéo
(protocolo GBTLI 2021) (protocolo GBTLI 2021)

22
65%

BRP mAR Baixo Risco Verdadeiro = Risco Intermediario
m Alto Risco m Extremo Alto Risco

Figura 16 - Classificacdo de risco dos pacientes tratados pelo protocolo GBTLI 2021 (n=34)

Apos a inducéo, 4 pacientes foram classificados como risco basico verdadeiro,
16 pacientes como risco intermediario, 12 como alto risco e 2 como extremo alto risco.
Os dois pacientes que apresentaram falha indutéria (DRM D49>1,0%) foram
direcionados para tratamento com transplante de medula 6ssea e encontram-se em

remissao (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificagcao de Risco Inicial e apds indugéo (pacientes tratados pelo GBTLI 2021)

Classificacdo de risco Classificacao de risco pos Mudanca de classificacéo /
Inicial (n° de pacientes) inducdo (n° de pacientes) (n° de pacientes)

Risco Basico Verdadeiro NA (4)
(4)

Risco Intermediario DRM D19 > 0,1 (12)

Baixo Risco (14) Uso de corticéide e DRM D19 >0,1 (2)
Provisério o
(22) Alto RISCO Hipodiploidia (2)
3) DRM D49 > 0,01 (1)
Extremo(A)Ito Risco DRM D49> 1% (1)
1
Risco Intermedirio <10 anos e ETV6::RUNX1 (1)
2) < 10 anos e hiperdiploidia (1)
Alto Risco .
(12) AIto(SI;\’)lsco NA (9)
Extrem(z a;lto risco DRM D49 >1% (1)
1
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4.1.4 Evolugao e desfecho

Fase Indutéria (Mortalidade Indutéria e Taxa de Remissao)

Quatro dos 122 pacientes submetidos a terapia pelo protocolo ALL IC BFM
2009, foram a Obito durante a induc&o devido a quadros infecciosos graves. Os quatro
Obitos ocorreram entre 25 e 34 dias apos o diagnostico. Baseados nesses dados a
taxa de mortalidade indutéria foi igual a 3,27%. Oito pacientes foram a 6bito na
segunda fase de inducéo (entre D35 e D78), totalizando doze (9,8%) Obitos antes do
D78 (Figura 17). Os 6bitos no segundo més de tratamento, também foram em sua
grande maioria ocasionados por complicacfes infecciosas (7 casos). Em um caso o
paciente apresentou acidente vascular cerebral. Em trés desses pacientes, a pesquisa
de DRM realizada no D33 estava negativa e em um caso foi igual a 0,27%. Nos outros
4 casos, o exame de MO néo foi realizado porque o paciente ja se encontrava em
situacdo de gravidade. Os valores de DRM no D15 desses quatro pacientes foram
todos inferiores a 1,0% (0,03; 0,23; 0,45; e 0,64).

Um paciente tratado pelo ALLIC 2009 adaptado apresentou DRM no D78 igual
a 1,2%, configurando falha de indugao (Figura 17).

| DESFECHO POS
82 INDUCAO

remissdo morfoldgica e

Obitos Obitos
em entre D30

<35dias eD78 DRM D78 - (*)

6 ( )
remissdo morfolégica e Obito
DRM D78<1,0
DRM D78 (12)
realizada ' o \_ )
89 1 Falha indutéria
pacientes DRM=1,2
( . )
Remisséao
122 pacientes 110 pacientes Completa
R (108)
DRM D78 remissao morfolégica e (& J
Néo DRM D33 -
real2iz‘lada 5 Ve ~
pacientes remissao morfolégica e Falha Indutdria
DRM D33<1,0 (1)
(. J
1 remissao morfolégica
( ~ 7\
Interrupgéao por
1 Interrupgéo do tto infecgao fungica
1
*DRM negativa: < 0,01 - ) J

Figura 17 - Desfecho no fim da inducdo (D78) dos pacientes tratados pelo protocolo baseado no BFM.
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N&o houve obito na fase de indu¢cdo no grupo de pacientes tratado pelo
protocolo GBTLI 2021. Dois pacientes desse grupo (5,88%) apresentaram falha de
inducdo (DRM D49>1%) (Figura 18).

D1 D30 D49
| — ! | DESFECHO POS
0 Obitos INDUQAO

em
Remissao
Completa
(32)

< 30 dias
27
remissdo morfolégica e Falha Indutdria

remisséo morfolégica e
DRM D15 - *)

DRM D49
nao
realizada
3 pacientes
(BRP)

DRM D49
realizada
31
pacientes

DRM D49 - ()
(2)

2
remisséo morfolégica e
DRM D49 <1,0

2 Falha indutéria

(DRM D49>1,0)

*DRM negativa: < 0,01

Figura 18 - Desfecho no fim da inducdo (D49) dos pacientes tratados pelo protocolo GBTLI.

Recidivas

Doze criancas apresentaram recidiva de LLA B (11 casos no grupo tratado pelo
protocolo BFM ALLIC 2009 e 1 caso tratado pelo protocolo GBTLI 2021). Em relacao
ao momento da recidiva, observamos 5 casos de recidiva muito precoce (< 18 meses
apos o diagndstico), 5 casos de recidiva precoce (> 18meses apos o diagndstico e <

6 meses apos o término do tratamento) e dois casos de recidiva tardia (tabela 4).

Entre os pacientes com recidiva muito precoce, 3 apresentaram recidiva isolada
medular nos primeiros 6 meses apos o diagnostico e evoluiram para Obito poucos
meses apds o diagnostico da recaida (2 meses, 4 meses e 6 meses), sem terem
atingido remissdo. Uma crianca (tratada pelo protocolo GBTLI 2021) apresentou
recidiva combinada de MO e SNC e foi a ébito 5 meses apds diagndstico da recidiva.
Um outro paciente apresentou recidiva isolada de SNC 15 meses apés o diagnostico
e encontra-se em remissao com tempo de seguimento igual a 65 meses.
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As recaidas dos cinco casos classificadas como “recidiva precoce" ocorreram
entre 22 e 26 meses apos o diagnostico. Em trés casos houve recidiva isolada medular
e em 2 casos a recaida acometeu exclusivamente o SNC. Um paciente (com recaida
isolada em SNC) apresentou 6bito em remissao (infec¢éo). Dois pacientes foram
tratados com TMO e estdo em remisséo. Os dois pacientes que receberam tratamento
com quimioterapia apresentaram segunda recaida, um deles foi a 6bito com doenca

em atividade e o outro encontra-se em segunda remissao (Tabela 4).

Tabela 4 - Classificagéo e evolugéo dos 12 Eacientes que aeresentaram recidiva.

Tipo de recidiva Local da recidiva Classificacéo Evolucéo (n)
(n° de pacientes) (n° de pacientes) (BFM 20022 LLA
recaida)
Isolada medular Alto Risco OL (3)
3) 3)
SNC Alto Risco RFT (1)

Muito Precoce

1 1
5) 1) 1)

Combinada (MO e

. Alto Risco
SNC) oL (1)
1)
1)
) RFT (2)
Isolada Medular Alto risco
22 recidiva em
Precoce 3) 3)
tto (1)
(5) “py ] e
SNC S1 (“Risco Standart”)  OL (22 recaida)
2 (2) OR (1)
Testicular S1 (Risco “Standart”)
RFT
Tardia (1) (1)
(2) Isolada Medular S1 (Risco Standart)
RET

1) 1)

Muito Precoce: até 18m apds o diagndstico e <6m apds término do tratamento; Precoce: > 18 meses
apos o diagnostico e < 6m apds o término do tratamento; Tardia: >6m apés o término do tratamento.
OL: 6bito com leucemia; RFT: Remissédo fora de tratamento; OR: ébito em remissao; RET: remissao
em tratamento. *paciente tratado pelo protocolo GBTLI 2021.
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Obitos

Foram registrados 24 Obitos entre os pacientes estudados, sendo 22 em
pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado e 2 em pacientes

tratados pelo protocolo GBTLI.

No grupo tratado pelo protocolo BFM, 4 pacientes (3,27%) foram a 6bito na fase
indutdria (até 5 semanas apos o diagndstico); 12 pacientes foram a 6bito em remisséo
(mortalidade relacionada ao tratamento); cinco pacientes faleceram apoés
apresentarem recidiva da doenca, um deles em segunda remissao e 0s outros quatro,
com doenca em atividade. Um paciente um paciente apresentou infeccdo flngica
invasiva disseminada durante a indugdo com impedimento de continuidade do
tratamento quimioterapico. Esse paciente apresentou falha indutéria e faleceu apos

14 meses do diagnostico.

Infeccao bacteriana foi a causa de morte dos 4 pacientes com 6bito precoce,
11 pacientes com 06bito em primeira remissdo e um paciente em segunda remissao.
Sepse também foi o fator desencadeante para a morte dos pacientes que recidivaram
e ndo atingiram remissdo. Um paciente foi a Obito em primeira remissdo por

complicagdo hemorragica (acidente vascular cerebral) 45 dias apés o diagnostico.

O tempo de seguimento (follow-up) dos pacientes variou entre 21 e 69 meses

(até 30 junho de 2024), com mediana de 42 meses.

Entre os 34 pacientes em tratamento pelo protocolo GBTLI 2021, duas criancas
foram a 6bito: uma com doenca em atividade apdés recidiva precoce combinada
(medular e SNC) dois meses ap06s o diagnéstico e outra foi a ébito em remissao por
complicagdo infecciosa (choque séptico) apds quimioterapia de re-inducéo.

A Tabela 5 apresenta um resumo com as caracteristicas apresentadas pelos
pacientes no momento do diagnostico, a ocorréncia de eventos desfavoraveis e a

situacéo clinica atual.
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Todos os GBTLI
. BFM )
pacientes (122 pacientes) (34 pacientes)
(156)
Minima 14m 16m 14m
Idade o
(meses) MaX|-ma 212m 212m 209m
Mediana 53m 51m 60m
Masculino: 80 (51%) 67 (54,9%) 13 (38%)
Sexo Feminino: 76 (49%) 55 (45,1%) 21 (62%)
Relacdo &/9 1,05 1,21 0,61
Minimo 510 510 560
GB Méxima: 481000 481000 10995
Mediana: 8135 7630 19780
Status SNC 1 94 (60,2%) 75 (61,4%) 19 (55,8%)
SNC SNC 2 57 (36,5%) 44 (36%) 13 (38,2%)
SNC 3 5 (3,2%) 3 (2,45%) 2 (5,8%)
Remissédo 122 (78,2%) 90 (73,7%) 32 (94,1%)
Recidiva 12 (7,7%) 11* (9,0%) 1* (2,9%)
Evolugéo (*5 6bitos) (*evolui para ébito)
Obito 24 (15,4%) 22 (18,0%) 2 (5,9%)
(*6 pos recidiva) (*5 p6s recidiva) (*1 paciente da recidiva)
Transferida 4 4 0
12 Remissao 79 77 2
fora de tto
12 Remissao 43 13 30
em tratamento
22 Remissao 4 4 0
fora de tto
Obito sem 4 4 0
documentacéo
remissao
) . Obito em 14 13 1
Situagao  remissao
atual
Obito por 6 5 1
doenca
(recidiva ou
FI)
Recaida em 2 2 0
tratamento
(remisséao)
Transferida 4 4 0
Perdeu
seguimento
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4.2 Avaliagcao de sobrevida

As taxas de sobrevida global (SG) e SLE em 5 anos foram iguais a 81% e 78,8%
respectivamente. (Figura 19)

Sobrevida Global Sobrevida Livre de Evento
100+ 100-
85,7% 81%

© - . n=156
3 80 n=156 . 80 78,8%
T} " "‘ S
3 €
> >
2 40 2 404
Kol o]
b ]
o 207 20-

0 T T T 0 T T T 1

0 20 40 60 0 20 40 60 80

Tempo (meses) Tempo (meses)

Figura 19 - Sobrevida Global e Sobrevida Livre de Evento de todos os pacientes (n=156).
Evento: 6bito ou recidiva. Teste log Rank. Em destaque na seta, de ébito de paciente em segunda
recaida, com 58 meses de seguimento.

4.2.1 Curvas de sobrevida de acordo com classificacdo de risco

Foram avaliadas curvas de SG e SLE considerando estratificacéo de risco dos
pacientes tratados pelo protocolo ALL IC BFM 2009 adaptado. Foram realizadas
curvas de sobrevida considerando a estratificacdo no momento do diagnéstico e a

classificacéo de risco ao fim da inducao (Figura 20).

Devido o pouco tempo de seguimento e a amostra pequena, nao foram
realizadas analises de sobrevida no grupo de pacientes tratamento pelo protocolo
GBTLI 2021. Os pacientes desse grupo foram incluidos para os calculos de sobrevida

da populacéo global quando foram consideradas as demais variaveis.
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Figura 20 - Curvas de Sobrevida Global (SG) dos pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009
considerando estratificagéo de risco dos pacientes.

a) SG de acordo com a estratificagdo de risco ao diagnostico. b) SG de acordo com classificacdo de
risco ao fim da indugdo. BR: Baixo Risco; RI: Risco Intermediario; AR: Alto Risco. Teste Log-rank
(Mantel-Cox).
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4.2.2 Curvas de sobrevida de acordo com os valores de DRM

Avaliamos as curvas de sobrevida dos pacientes tratados pelo protocolo BFM
ALLIC 2009 adaptado considerando os valores de DRM nos D15, D33 e D78. As
curvas demonstram taxas de sobrevida inversamente proporcionais aos valores de
DRM. (Figura 21). Trés pacientes apresentaram valores de DRM no D33 superiores a
20 e apos a intensificacdo do tratamento (1 com TMO) tiveram evolucao satisfatoria
(os trés estdo em remissao).

Devido ao pouco tempo de seguimento (entre 8 e 20 meses), ndo avaliamos
curva de sobrevida nos grupos de pacientes tratados pelo protocolo GBTLI. Nesse
grupo, dois pacientes apresentaram DRM superior a 1,0 (5,8 e 2,7) ap0s a inducao e
foram encaminhados para tratamento com blinatumumab seguido por TMO. Ambos
estdo em remissdo com tempo de seguimento igual a 19 meses e 12 meses. Os
valores de DRM do paciente que apresentou recidiva combinada 2 meses apés o

diagnéstico e que evoluiu para oObito foram iguais a 3,77 no D15 e 0,19 no D49.
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Figura 21 - Curvas de Sobrevida Global dos pacientes de acordo com o valor da DRM em diferentes
momentos.

Pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado. a) SG de acordo com valores de DRM
do D15; b) SG de acordo com DRM do D33; ¢) SG de acordo com valor DRM do D78. Em destaque na
seta Obito de um paciente em segunda recaida (58 meses).
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A Tabela 6 apresenta a frequéncia encontrada para os diferentes marcadores

bioldgicos e os dados descritos para as mesmas alteracdes na literatura.

Tabela 6 - Frequéncia de Marcadores Biolégicos na LLA B

Marcador pacientes positivos frequéncia % Ref
avaliados (n) (%) descrita
(n)
Alta 200 (Lejman et al.,
hiperdiploidia 42 333 25-30% 2022,
Baixa (Groeneveld-Krentz
I 2119
° hiperdiploidia 1 8.7 10-11% etal., 2019)
5 Alta 126 3 2,4
qg'"a hipodiploidia '
6 Baixa 5 3,9 0.5% (Comeausx,
hipodiploidia (0,6% isolada) ’ Mullighan, 2016).
Alteracao
estrutural 16 12,7
. (Lejman et al.,
ETV6::RUNX1 38 24,3 25-30% 2022).
o
5 TCF3:PBX1 156 9 5,8 2:6%  (Hein etal., 2019)
© . (Kurzrock et al.,
BCR::ABL1 4 2,7 3-5% 2003)
Rearranjo no (Zawitkowska et
KMT2A 2 0.3 5% al., 2022)
(Stanulla; Cave;
Del IKZF1 21 19,4 15% Moorman, 2020)
| (Stanulla et al,
§ IKZF1P\s 11 10,2 6% 2018)
Q iAMP21 108 6 4 (Ei\s‘;ﬁgf&vﬁ)j:%% 1-2%  (Moorman, 2016).
= AltPAXS 10 9,2% 7-10% (Crepingek et al,
(+8 IKZF1Plus) 16,6% 16-33% 2024)
(Clappier et al.,
AItERG 9 5 3-7% 2014).
8 5
83
EL CRLF2 149 23 15,4
Lo
o]
o (Den Boer et al.,
) 2009)
& P2RY8::CRLF2 150 7 4,7
x
Mutacao FLT3 5,4% (Armstrong et al.,
P TKD 4 2,6% 2003)
= = -7.59 Eyamany et al.
< Mutag&o FLT3 0-7,5% (Ey y :
2.3 i 3 1,9% 2014) (Zhang et al,
2G5 IM-INDEL 155 2020)
3 E Mutagdo FLT3
e TKD + JM- 1 0,6%
INDEL

com 14 subtipos biolégicos de LLA B incluidos na nossa pesquisa.

A Figura 22 apresenta a classificacdo e distribuicdo dos pacientes de acordo
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Subtipos LLA B

100%

0,
90% 25 (16%)
80% 8 (5%)
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Outros
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60%
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m altPAX5
m TCF3::PBX1
30% 34 (22%)
mrKMT2A
ETV6::RUNX1
20%
m Hipodiploidia
miAmp21

10%
m Baixa Hiperdiploidia

m Alta hiperdiploidia

0%

Figura 22 - Subtipos biolégicos de LLA B.

4.4 Marcadores biolégicos na LLA B: impacto sobre prognéstico e evolucao

Avaliamos separadamente o0s pacientes de acordo com a presenca dos
marcadores biol6gicos pesquisados, independente da associacdo com outras
alteracdes. Foi pesquisada associacdo com fatores clinicos e laboratoriais no
momento do diagnostico (idade, leucometria), resposta ao tratamento (DRM) e

desfecho (recidiva, 6bito e sobrevida).

Na Tabela 7 apresentamos as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos

pacientes com os diferentes marcadores biolégicos identificados até o momento.
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Tabela 7 - Caracteristicas dos pacientes com diferentes altera¢des biologicas na LLA B

continua
Alta Baixa Alta Baixa IAMP2 ETV6:: Rearranjo TCF3: BCR:: IKZF1Pus Del P2RY8:: alt alt mut
hiper- hiper- hipo- hipo- 1 RUNX1 no PBX1 ABL1 IKZF1 CRLF2 PAX5 ERG FLT3
diploidia diploidia diploidia diploidia KMT2A

No de

pacientes 42 11 3 5 6 38 2 9 4 11 10 7 18 9 8

:\é'ggg"”a 51,5 50 150 77 73 49 170 56 46 87 152 50 99 104 52

Rel 5/? 0,9 1,75 34 1,5 5 1,35 2d 0,5 1 0,83 0,66 2,5 0,8 2 0,6
Idade

1-10 38 7 1 5 5 34 0 6 3 7 4 7 12 5 6

>10 4 4 2 0 1 4 2 3 1 4 6 0 6 4 2
Leucometria

< 10000 25 2 1 5 5 19 0 2 1 5 5 4 11

10000 a

50000 15 5 1 0 1 14 0 6 2 3 1 2 5 2

50000 a

100000 1 2 0 0 0 3 0 0 0 1 1 1 1 0

> 100000 1(23%) 2(18,1%) 1 (33,3%) 0 2 (5,2%) 2(100%) 1(12,5%) 1(25%) 2 (18%) 3 (30%) 0 1(5,5%) 1(11%) 0
Protocolo de tto

BFM ALL IC

2009 adap 28 10 3 2 5 33 2 6 4 6 6 7 12 7 6

GBTLI 2021 14 1 0 3 1 5 0 3 0 5 4 0 6 2 2
DRM D15 ou D19

<0,01 9 2 0 1 2 11 0 1 1 3 1 1 4 2 3

0,01-0,9 23 4 2 3 3 15 0 6 2 4 4 3 8 2 5

1-4,99 5 3 0 1 1 10 1 2 1 2 1 3 4 2 0

>5 4 2 1 0 0 1 1 0 0 2 4 0 2 3 0

NR 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DRM D33

<0,01 22 7 1 2 5 28 1 6 2 2 4 5 5 4 5

0,01-0,9 3 3 1 0 0 1 1 0 1 3 1 1 5 2 1

1-4,99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

>5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0

NR 17 1 1 3 1 9 0 3 1 6 4 1 8 0 2
DRM fim da indugédo

<0,01 32 6 1 5 4 27 1 7 3 6 6 6 11 7 6

0,01-0,09 1 1 1 0 1 2 1 0 0 1 1 0 1 0 1

1-4,99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

>5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

NR 8 4 1 0 1 9 0 2 1 4 2 1 6 2 1
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Tabela 7 — Caracteristicas dos pacientes com diferentes alterag8es biolégicas na LLA B
(concluséo)

Alta Baixa Alta Baixa iAMP21  ETV6:  Rearranjo TCF3:: BCR:: IKZF1Pus Del P2RY8::CRLF2 alt alt mut
hiper- hiper- hipo- hipo- RUNX1 no PBX1 ABL1 IKZF1 PAX5 ERG FLT3
diploida  diploidia  diploidia  diploida KMT2A
el 42 11 3 5 6 38 2 9 4 11 10 7 18 9 8
pacientes
GR fim indugdo
BR BFM 7 1 0 0 0 8 0 0 0 0 0 2 1 0 2
RI BFM 17 5 2 2 5 23 0 6 0 3 3 4 8 4 3
AR BFM 4 4 1 0 0 2 2 0 4 2+1r 3 1 2+1r 3 1
RBV GBTLI 2 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0 0 2 0 0
RI GBTLI 8 0 0 0 0 2 0 0 0 2 2 0 3 2 1
AR GBTLI 3 1 0 3 1 2 0 3 0 1 1 0 1 0 1
EAR GBTLI 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Evento
Recidiva 3 1 1 0 0 3+ 1FI 0 1 0 3 (27%) 0 0 4 1 2
Obito 4 4 0 0 5 1 0 2 1 (01 1 1 (01 6 2 1

BR BFM: baixo risco do protocolo BFM; RI BFM: risco intermediario do protocolo BFM; AR BFM: alto risco do protocolo BFM; RBV GBTLI: risco basico
verdadeiro do protocolo GBTLI; RI GBTLI: risco intermediério do protocolo GBTLI; AR GBTLI: alto risco do protocolo GBTLI; EAR GBTLI: extremo alto risco do
protocolo GBTLI
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Abaixo, apresentamos a distribuicdo dos pacientes com as diferentes
alteracdes biolégica de acordo com a classificacédo de risco.

a) . :
Classificacao de Risco
Baixo Risco mRisco Intermediario mAlto Risco  mFalha Indutéria
35
[ |
30
25 &
[2]
L
& 20
(o}
@©
o
% 15
T
10 3
4
{ 3 1
AERE R N g
0 1 n 2 2
q?’\ N /f”\ o f‘éb\ //® » (\,/q) ///\\ (\//Q’\ //Q’\ D AN /,‘b\
& & & & < & & A\ & \$ A\ & & &
& & & @S ¢ E T &L
v A2 N i \Vé\ Qpé %Q K ~§I\ e bq’\\ /\3\ \)}QV“ & X
& & & T 8 & 3 €
& 4
b) Classificacdo de Risco

RBV mRI(GBTL) mAR(GBTL) mEAR

n° de pacientes
0]

Figura 23 - Classificacdo de risco ao fim da inducao

a) Pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado. b) Pacientes tratados pelo protocolo
GBTLI 2021. Obs.: BCR::ABL1, rKMT2A sao critérios para classificagcdo de alto risco nos protocolos
BFM e GBTLI; hipodiploidia e TCF3::PBX1 sao critérios para classificacdo de alto risco no protocolo
GBTLI 2021.
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4.4.1 Aneuploidias

Analisamos o cariétipo de 126 pacientes. Em 19 pacientes, ndo houve
identificacdo de metafise para determinacdo do cariotipo. Outros motivos que
impossibilitaram a avaliagdo citogenética foram a falta de coleta de material (6
criancas), auséncia de crescimento de células no meio de cultura (3) e amostra

inadequada para analise (coagulada em 2 pacientes).

A alta hiperdiploidia, presente em 33,3% dos pacientes com cariétipo analisado
(42/126), foi a alteracao citogenética mais comum, seguida por altera¢des estruturais
(translocacdes, delecbes ou ganhos cromossémicos — 12,7%), baixa hiperdiploidia
(8,7%). Hipodiploidia foi encontrada em 8 pacientes (6,3%), sendo casos 3 de alta
hipodiploidia (40 a 44 cromossomos) e 5 casos de baixa hipodiploidia (<40
cromossomos) (Figura 24).

Distribuicao dos pacientes de acordo com o cariétipo

13%

39%

= Sem alteracdes

9% = Alta hiperdiploidia

= Baixa hiperdiploidia
Alta Hipodiploidia

= Baixa hipodiploidia

= Alteragdo estrutural

33%

Figura 24 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com a avaliagao citogenética (n: 126 pacientes).
Alta-hiperdiploidia (50 ou mais cromossomos), Baixa hiperdiploidia (47 a 49 cromossomos),
Hipodiploidia (< 46 cromossomos).

Pacientes com alta hiperdiploidia apresentam maior propor¢do de pacientes
com critérios para classificagdo de baixo risco, enquanto pacientes com baixa
hiperdiploidia maior proporcéo de pacientes estratificados como de alto risco (Tabela
8). Segundo o protocolo BFM ALLIC 2009 original a hipodiploidia constitui um critério
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para estratificacdo como alto risco. Até 2020 a avaliagdo citogenética dos pacientes
era realizada em laboratério parceiro e pelo fato de ndo termos acesso aos resultados
antes do término da inducado, nao foi possivel adotar a avaliacdo citogenética para a
classificagao de risco dos pacientes. A partir de setembro de 2022, com a estruturacao
do servico de citogenética em nosso servi¢go e a adogdo do protocolo GBTLI 2021, os

pacientes com hipodiploidia passaram a ser classificados como alto risco (Tabela 8).

Tabela 8 - Protocolo de tratamento e classificagéo final de risco dos pacientes com aneuploidias (alta
hiperdiploidia, baixa hiperdiploidia e hipodiploidia

Classificacéo de risco Alta Baixa Hipodiploidia
Protocolo de . . ~ . S . S
Tratamento apos a indugéo hiperdiploidia Hiperdiploidia
n (%) (n=42) (n=11) (n=8)
Baixo Risco 7 (25%) 1 (10%) 0
BFM ALLIC Risco Intermediario
0 0, 0,
2009 adaptado 17 (61%) 5 (50%) 4 (80%)
Alto risco 4 (14%) 4 (40%) 1 (20%)
Baixo Risco Verdadeiro 2 (14%) 0 0
Risco Intermediario 8 (44%) 0 0
GBTLI 2009
Alto Risco 3 (21%) 1 3*
Extremo Alto Risco 1 (7%) 0 0

*Hipodiploidia é critério para classificagdo de alto risco no protocolo GBTLI

Hipodiploidia

Identificamos hipodiploidia em 8 pacientes, sendo alta hipodiploidia em 2
pacientes tratados pelo protocolo ALLIC 2009 adaptado e um paciente tratado pelo
protocolo GBTLI 2021 e baixa hipodiploidia em 3 pacientes tratados pelo protocolo
BFM e 2 pacientes tratados pelo protocolo GBTLI 2021. Na nossa amostra, nenhum

paciente apresentou quase haploidia (Tabela 9).

Dos trés pacientes com alta hipodiploidia, um paciente foi classificado como
IKZF1Plis, apresentou recidiva e evoluiu para Obito. Um paciente apresentou
associacdo com ETV6::RUNX1 e no outro caso a alta hipodiploidia foi encontrada

isoladamente.
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Entre os cinco pacientes com baixa hipodiploidia observamos associagcdo com
os rearranjos ETV6::RUNX1 em 2 casos (ambos tratados pelo BFM) e TCF3::PBX1
em 1 caso (também tratado pelo BFM). Um paciente tratado pelo GBTLI 2021
apresentava critérios para classificacdo com IKZF1Pls, Em apenas um caso a baixa

hipodiploidia foi encontrada isoladamente.

Entre os 3 pacientes com baixa hipodiploidia tratados pelo protocolo ALLIC
2009 adaptado, dois pacientes foram classificados como risco intermediario e um
como alto risco. O motivo pelo qual os pacientes nao receberam tratamento para alto
risco, como preconizado pelo protocolo BFM original, é o fato de que até 2020, o
caribtipo era realizado em outra instituicdo e ndo tinhamos acesso aos resultados do
cariétipo antes do fim da inducdo. Por esse motivo, ndo adotavamos as alteracdes
citogenéticas como critério para classificacdo de risco. A partir da implementacéo do
protocolo GBTLI 2021, passamos a considerar a presenca de hipodiploidia como
critério para classificacao de alto risco. Desde entdo (setembro de 2022), identificamos
baixa hipodiploidia em 2 pacientes e em ambos 0s casos 0 achado foi isolado, ou seja,
ndo foram identificados outros marcadores biolégicos de LLA B.

Em relacdo aos valores de DRM, apenas o paciente com IKZF1Ps e alta
hipodiploidia apresentou DRM superior a 5 no D15 (11%) e positiva no D78 (0,04%).
Esse paciente, evoluiu para recidiva isolada medular 3 meses apés o diagndstico e

Obito com doenca em atividade.

Nao houve nenhum caso de Obito associado ao tratamento entre o0s oito
pacientes com hipodiploidia. O tempo de seguimento dos pacientes variou de 12 a 65
meses. Devido numero amostral reduzido, consideramos o grupo com “hipodiploidia”

(incluindo alta e baixa hipodiploidia) para analise de correlacdes e de sobrevida.

A tabela 9 sumariza as caracteristicas bioldgicas, valores de DRM e evolugéo

do grupo de pacientes com hipodiploidia.
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Tabela 9 - Caracteristicas dos 08 pacientes com hipodiploidia.

] Evento
Protocolo de . . DRM ao fim da i
Alteracdo associada (n) ) (sobrevida em
tratamento (n) inducdo
meses)
BFM ALLIC 2009 ETV6::RUNX 1 (2) ] RFT (2)
Baixa Negativa (3)
o adaptado (3) TCF3::PBX1 (1) REF (1)
Hipodiploidia
(5) IKZF1rlus(1) ]
GBTLI 2021 (2) Negativa (2) RET
Nao (1)
Alta BFM ALLIC 2009 IKZF1plus Positiva (1) R/OL (1)
hipodiploidia adaptado (2) N&o (1) Negativa (1) RFT (1)
(3) GBTLI 2021 (1) ETV6::RUNX1 (1) Negativa (1) RET (1)

RFT: remissédo fora de tratamento; RET: remissdo em tratamento; R/OL: recidica/6bito por leucemia.

Alta hiperdiploidia

Presente em um terco dos pacientes que tiveram cariotipo analisado em 26,9%
de todos os casos, a alta hiperdiploidia ocorreu em associacdo com 0 rearranjos
recorrentes em 6 pacientes: ETV6::RUNX1 em 4 casos, BCR::ABL1 em 1 caso e
TCF3::PBX1 em 1 caso.

Em 23 pacientes o laudo do exame citogenético apresentava descricao
detalhada com especificacdo dos ganhos e perdas cromossomicas. Considerando
critérios de classificacdo de risco da alta hiperdiploidia proposto pelo grupo do Reino
Unido (UKALL) (Enshei et al, 2021), classificamos 18 (78%) pacientes como
hiperdiploidia de baixo risco (presenca de trissomia dos cromossomos 17 e 18 ou
trissomia do 17 ou 18 na auséncia de trissomia dos cromossomos 5 ou 20) e houve
um caso de recidiva nesse grupo (5,5%). Entre os cinco pacientes classificados como
hiperdiploidia de alto risco, um evoluiu para recidiva (20%). Apesar da diferenca na
proporc¢ao, essa diferenca ndo se mostrou estatisticamente significativa (p=0,39, teste

exato de Fisher).

Em relacdo aos valores de DRM a fim da inducdo, um paciente com alta
hiperdiploidia tratado pelo protocolo BFM ALLIC apresentou DRM igual a 0,05%, mas
entrou em remissao apos o ciclo de consolidacdo e se encontra em remissao apos 56

meses de seguimento. Dois pacientes tratados pelo protocolo GBTL mantiveram DRM
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detectavel apos o D49, um das quais foi direcionada para TMO (DRM D49 igual a
5,8%) e estd em remissdo apds 19 meses de seguimento e outro, cuja DRM do D48
foi igual a 0,19%, evoluiu para progressao da doenca e oObito.

Ao todo, trés pacientes com alta hiperdiploidia apresentaram recidiva. Em dois
casos observamos trissomia do cromossomo 20, sendo um deles associada a
trissomia dos cromossomos 17 e 18 (ou seja, classificado como hiperdiploidia de baixo
risco, segundo critérios do grupo UKALL. O laudo do exame citogenético de um
paciente ndo especificava os ganhos e perdas cromossdémicas devido a ma qualidade
das metafises. Trés pacientes foram a 0bito por toxicidade.

A Figura 25 apresenta a avaliacdo de correlacdo entre a presenca de alta
hiperdiploidia, baixa hiperdiploidia, hipodiploidia ou alteracbes estruturais com as

variaveis clinicas (idade e leucometria) e de resposta ao tratamento (valores de DRM).
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Figura 25 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando grupos

baseados na presenca de alteracao citogenética.

a) Idade ao diagnostico (p>0,05); b) Leucometria ao diagnéstico(p>0,05); c) Valor de DRM no D15 ou
D19 (p>0,05); d) Valor de DRM no D33 (p>0,05); e) Valor de DRM do D78 ou D49 (p>0,05). Teste

Kruskal-Wallis.
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Quando avaliamos as curvas de sobrevida, pacientes com alta hiperdiploidia
mostraram SG e SLE superiores e o0s pacientes com baixa hiperdiploidia
apresentaram as menores taxas, mas 0s achados ndo foram estatisticamente

significativos (Figura 26).

a) Sobrevida Global
100-
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g 604 - AE n=16
'g —— 46XX [ 46XY n=49
| 40'
£
Q
2 20-
=
0 . ; y p=0,23
0 20 40 60
Meses
b) Sobrevida Livre de Evento
100
AHD n=42
80 A — BHD n=11
§ 81,2% HipoD n=8
5 ., 545% —— AE n=16
° —— 46XX / 46XY n=49
& 404
X
20+
0 T T I p=0,09
0 20 40 60

Meses

Figura 26 - Curvas de Sobrevida dos pacientes considerando alteracdes citogenéticas.

AHD: alta hiperdiploidia; BHD: baixa hiperdiploidia; HipoD: hipodiploidia; AE: alterac@o estrutural. a)
Sobrevida Global. Em destaque na seta Obito de paciente em segunda recaida 58 meses apés o
diagndstico (p=0,23) b) Sobrevida Livre de Evento (p=0,09). Teste Log Rank Mantel Cox.

IAMP21

A pesquisa de iIAMP21 foi realizada em 112 pacientes. Isso decorre do fato de

que até 2022 a realizagdo de MLPA para a pesquisa de iAMP21 era realizado apenas
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para 0s pacientes que ndo apresentavam alteragcbes no cariotipo ou rearranjos
recorrentes. A partir de 2022 o0 exame passou a ser introduzido na rotina independente

da presenca de alteracdes moleculares ou citogenéticas.

Encontramos iAMP21 em 6 pacientes (5,7% dos casos pesquisados), sendo
gque em 2 casos, ela estava associada a baixa hipodiploidia e a mutacéo
ETV6::RUNX1 e em 2 casos associada a mutacao ETV6::RUNX1. Se considerarmos
a presenca exclusiva da iAMP21 (2 casos), temos uma frequéncia igual a 1,9%, como
ilustrado na Figura 27.

100%
90%
80%
70% iAmp21 + ETV6::RUNX1 + hipodiploidia

60% miAmp21 + ETV6::RUNX1
50%

40% miAmp21

30%

20%

10%

0%

iAmp21
(n=6)

Figura 27 - Representacdo dos 6 casos de iAMP21 em relacéo a alteragcfes associadas.
ETV6::RUNX esteve presente em 4/6 casos, hipodiploidia em 2 casos (ambos com ETV6::RUNX1) e
em 2 pacientes a iAMP21 foi encontrada isoladamente.

Em relacdo a classificacéo final de risco, os cinco pacientes com iAMP21
tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado foram considerados como de risco
intermediario. Um paciente com iAMP21 foi tratado pelo protocolo GBTLI e preenchia

critérios para classificacdo de alto risco (DRM D49 igual a 0,06).

N&o encontramos diferenca entre idade, GB ao diagndstico e valores de DRM
aferidos no meio e no fim da inducdo quando comparamos os pacientes com IAMP21

e 0s demais pacientes (teste Mann Whitney).
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Nenhum dos 6 pacientes apresentou 6bito ou recidiva. Os seis pacientes estao

em remissdo com tempo de seguimento que varia entre 20 e 60 meses.

4.4.2 Rearranjos recorrentes detectados por RT-PCR

Em 33,3% dos pacientes estudados, identificamos uma das translocacdes
recorrentes descritas para LLA B. O rearranjo ETV6::RUNX1 foi o mais frequente,
encontrado em 38 pacientes (24,3%). O TCF3::PBX1 foi encontrado em 9 pacientes
(5,8%) e BCR::ABL1 em 4 pacientes (2,6%). Dois pacientes apresentaram rearranjo
no KMT2A (KMT2A/AFF1 e KMT2A::ELL) (Figura 28).

Distribuicdao dos pacientes de acordo com rearranjo
recorrentes em LLA B

6% 3% 1%

= Sem rearranjo

= ETV6::RUNX1

= TCF3::PBX1
BCR::ABL1

= IKMT2A

Figura 28 - Distribuicéo dos pacientes de acordo com a presenca de translocacdes recorrentes.
(n=156). Auséncia de rearranjo identificado: 103 pacientes, ETV6::RUNX1: 38 pacientes, TCF3::PBX1:
9 pacientes, BCR-ABL1: 4 pacientes, rearranjo no KMT2A: 2 pacientes.

A seguir demonstramos a distribuicdo dos pacientes com diferentes rearranjos
recorrentes de acordo com a classificacéo de risco ao fim da inducédo (tabela 10) e a
avaliacdo de associacdo entre diferentes rearranjos recorrentes e variaveis clinicas,
valores de DRM e curvas de sobrevida (SG e SLE) (Figura 29 e Figura 30).
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Tabela 10 - Protocolo de tratamento e classificacdo final de risco dos pacientes com rearranjos
recorrentes.

Classificacdo Sem ETV6::RUNX1 TCF3::PBX1 BCR:ABL1 rKMT2A
Protocolo . A . - B N _
de de risco a~pos a rearranjo (n=38) (n=9) (n=4) (n=2)
Tratamento inducdo (n=103)
n (%)

Baixo Risco 17 (23%) 8 (24%) 0 0 0

Risco
BFM Intermediario 43 (57%) 23 (70%) 6 (100%) 0 0
ALLIC _
2009 Alto risco 15 (30%) 1(3%) 0 4% o
adaptado

Falha Indutéria

(Interrupgéo por 0 1 (3%) 0 0 0

infeccao)

Baixo Risco

Verdadeiro 3 (11%) 1 (20%) 0 0 0

Risco

L 16 (57%) 0

GBTLI Intermediario 2 (40%) 0 0 0
2009 .

Alto Risco 7 (25%) 2 (40%) 3+ 0 0

Extremo Alto

Risco 2 (7%) 0 0 0 0

*BCR::ABL1 e rKMT2A séo critérios para classificacdo de alto risco nos protocolos BFM e GBTLI.
TCF3::PBX1 € critério para classificagdo de alto risco no protocolo GBTLI.
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Figura 29 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando grupos
baseados na presenca de transloca¢des recorrentes em LLA B.

a) Idade ao diagndstico (p>0,05); b) Leucometria ao diagnéstico (p<0,05); ¢) Valor de DRM no D15 ou
D19 (p>0,05); d) Valor de DRM no D33; e) Valor de DRM do D78 ou D49) (p>0,05). Teste Kruskal-
Wallis.
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Figura 30 - Curvas de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de Evento (SLE) dos pacientes com
diferentes rearranjos recorrentes em LLA B.
(Log-rank Mantel Cox). SR: Auséncia de rearranjo.

ETV6::RUX1

Presente em 24,3% dos pacientes, o rearranjo ETV6::RUNX1 foi observado em
38 pacientes com idade entre 20 e 185 meses, sendo 58% (22) do sexo masculino e
42% (16) do sexo feminino. Nenhum paciente desse grupo apresentou infiltracao do
SNC e dois pacientes apresentaram leucometria superior a 50000/mm3 ao
diagnéstico. Trinta e dois pacientes foram tratados segundo o protocolo BFM ALLIC
2009 adaptado, sendo 8 classificados como baixo risco, 22 como risco intermediario,
1 como alto risco e 1 paciente apresentou falha indutéria em decorréncia de
interrupgéo do tratamento por infecgdo fungica invasiva. Entre os pacientes tratados
pelo protocolo GBTLI 2021, 4 foram classificados como risco intermediario e 2 como

de alto risco. Apenas um paciente, tratado pelo protocolo GBTLI 2021, apresentou
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DRM positiva ao fim da indug&o. Esse paciente foi direcionado para tratamento de alto
risco e a DRM negativou apds a consolidacao.

Quatro pacientes foram a 0bito por toxicidade (infec¢do), sendo dois no periodo
de inducdo (25 e 26 dias apods o diagndstico), um na segunda fase de inducéo (D43)
e outro paciente 6 meses apos o diagndstico.

Os trés pacientes desse grupo que apresentaram recidiva (tardia isolada
testicular, precoce isolada medular e tardia isolada medular) estdo em remissao com
tempo de seguimento de 64, 42 e 40 meses apos o diagnéstico.

As taxas de SG e SLE em 5 anos foram iguais a 91,5% e 79,6%

respectivamente, com tempo de seguimento variando entre 11 e 64 meses.

TCE3::PBX1

O rearranjo TCF3::PBX1 foi encontrado em 9 pacientes, sendo 5 do sexo
feminino e 3 do sexo masculino. Um paciente apresentou hiperleucocitose acima de
100 mil. Os seis pacientes tratados pelo protocolo BFM foram classificados como risco
intermediario. Trés pacientes foram tratados pelo protocolo GBTLI e o prdprio
rearranjo TCF3::PBX1 foi o critério para que fossem considerados como de alto risco
(em um caso, paciente tinha 10 anos de idade, outro critério para classificacédo de alto
risco).

Um paciente (do grupo tratado pelo BFM ALLIC 2009 adaptado) apresentou
recidiva isolada de SNC muito precoce, recebeu tratamento e encontra-se em
remissao. Uma paciente (tratada pelo GBTLI) foi a ébito remissédo por complicacao

infecciosa no oitavo més de tratamento (DRM do D19 e do D49 estavam negativas).

BCR::ABL1

Quatro criancgas (2,7%) apresentaram a t(9;22). Os quatro casos foram tratados
pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado (diagndstico antes de setembro de 2022).
Uma paciente do sexo feminino tinha mais de 10 anos de idade e leucometria inicial
igual a 190mil. Os demais tinham idade entre 3 anos e 4 anos e 1 més e a contagem
de GB era inferior a 50 mil. Observamos associacdo entre maiores niveis de GB ao
diagnostico de a presenca de BCR::ABL1.

Um paciente foi a 6bito durante a indugédo, mas a DRM coletada no D15 era
igual a 0,03%. A DRM ao fim da inducao foi indetectavel nos outros trés pacientes.
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Houve um obito por toxicidade relacionada ao tratamento (infeccdo) 9 meses

apos o diagnéstico.
rKMT2A

Dois pacientes apresentaram rearranjos envolvendo o gene KMT2A, (MLLT1::
KMT2A e AFF1::KMT2A). Ambos do sexo masculino, idade superior a 10 anos (176 e
165 meses) e apresentaram leucometria acima de 100000/mm3 ao diagndstico
(117500/mm3 e 322000/mm3). Um dos pacientes (MLLT1::KMT2A) apresentou valores
de DRM no D15, D33 e D78 iguais a 2,2%, 0,01% e 0,6% respectivamente. Esse
paciente recebeu tratamento com quimioterapia intensiva (blocos HR), houve
negativacdo da DRM e esta em remissdo apds 52 meses de seguimento. O outro
paciente (AFF1::KMT2A), apresentou DRM igual a 14% no D15; 0,07% no D33 e
negativa no D78, mas foi a Obito por sepse 14 meses ap0s o diagnéstico (apds

“Protocolo II”).

4.4.3 LLA Ph like P2RY8::CRLF2

A fusdo dos genes P2RY8::CRLF2 foi pesquisada em 150 criancas e foi
identificada em 7 pacientes (4,7%), todos do grupo tratado pelo protocolo BFM ALLIC
2009 adaptado. Em quatro deles, a expressdo do CRLF2 foi documentada pela
citometria de fluxo (um dos quis com marcagao “fraca™). Nos outros trés, nao houve
marcac¢ao do CRLF2 na imunofenotipagem.

Um paciente foi considerado como de alto risco (DRM D33), trés com risco
intermediéario, dois como de baixo risco. Um paciente foi a 6bito na inducédo (D26 de
tratamento) por complicacao infecciosa. Até o presente momento, ndo houve recidiva
nesse grupo de pacientes. Os tempos de seguimento dos pacientes sao iguais a 26,
31, 46, 50, 51 e 28 meses.

N&o identificamos associacdo entre a presenga do rearranjo P2RY8::CRLF2 e

idade, leucometria ou valores de DRM (Figura 31).
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Figura 31 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando grupos
baseados na presenca do rearranjo P2RY8::CRLF2.

a) Idade ao diagnoéstico; b) Leucometria ao diagnéstico; ¢) Valore de DRM no D15 ou D19; d) Valor de
DRM no D33; e) Valor de DRM do D78 ou D49). Teste Mann Whitney.
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N&o houve diferenca nas taxas de sobrevida no pequeno grupo de pacientes
com subtipo Ph like P2RY8::CRLF2, conforme apresentado na Figura 32 (deve-se

considerar o numero amostral reduzido para esta analise).
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Figura 32 - Curvas de Sobrevida dos pacientes classificados de acordo com a presenca de do rearranjo

P2RYS8::.CRLF2.
a) Sobrevida Global (SG), p=0,04. b) Sobrevida Livre de Evento (SLE), p=0,06. Teste Log-rank Mantel

Cox.

4.4.4 Alteracbes no IKZF1

Foram pesquisadas alteragbes no gene IKZF1 por MLPA em amostras de 108
pacientes sendo encontrado delecédo no IKZF1 em 21(19,4%), pacientes. Alteracdes
no IKZF1 ocorreram em 5 pacientes com alta hiperdiploidia, um paciente com alta

hipodiploidia e em paciente com baixa hipodiploidia. Quando considerados os
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pacientes classificados como LLA “B-others”, a frequéncia de delecdo no IKZF1 foi
igual a 23,7% (14/59).

Em 20 casos as delecdes no IKZF1 ocorreram em heterozigose. Um paciente
apresentou delecdo completa do gene IKZF1, aparentemente de maneira subclonal,
ou seja, apenas em uma proporcdo das ceélulas neoplasicas. Na amostra desse
paciente, a percentagem de blastos correspondia a 85% das células e observamos
uma discreta reducéo na intensidade de fluorescéncia das sondas correspondentes
ao IKZF1, que tinha razao inferior a 1 mas superior a 0,5.
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Figura 33 - MLPA com delecdo no PAX5 (hetero), del no CDKN2A e CDKN2B (homo) e possivel
delec¢éo subclonal do IKZF1.

Em 11 (10,2%) casos, a delecado do gene IKZF1 estava associada com outras
alteracGes caracteristicas do subgrupo chamado de IKZF1P's (alteracdo com delecdes
dos genes CDKN2A, CDKN2B ou PAX5 ou com a delecdo da regido PAR1 na
auséncia de delecdo do ERG); em 4 casos encontramos associacao entre delecéo do
IKZF1, delegcdo no CDKN2A/B e dele¢céo do ERG e em 6 casos identificados a delecao
do IKZF1 sem outra delecéo associada.

Para avaliagdo do impacto das delecdes do IKZF1 sobre a apresentacgao inicial,

resposta ao tratamento e desfecho, consideramos 2 subgrupos de pacientes: dele¢cao
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do IKZF1 (incluindo os pacientes com dele¢do do IKZF1 associado a dele¢éo do ERG)
e IKZF1plus,

A Figura 34 apresenta os tipos de dele¢des no IKZF1 observadas nos pacientes.
Entre os pacientes com delecdo no IKZF1 sem critérios para IKZF1PUs, observamos
apenas delecdes completas ou delecdo A4-7. Os pacientes com |KZF1Pus
apresentaram maior variedade de delecbes (delecdo completa, del A1-3, del A2-7, del

A4-7 e del A4-8).

Delecao no IKZF1

H Del completa A1-3 mA2-7 A4-7 mA4-8

25

15

10

n° de pacientes

6

Todos (n=21) IKZF1plus (n=11) del IKZF1 (n=10)

Figura 34 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o tipo de dele¢éo no gene IKZF1.
Na barra a esquerda, apresentados todos os pacientes com delecdo no IKZF1 e nas outras barras
grupos de pacientes com IKZF1r'us e dellKZF1.

No subgrupo de pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado,
entre os 12 pacientes com alteragcdo no IKZF1 (6 casos de delecéo IKZF1 e 6
IKZF1Plus), metade foi estratificada como risco intermediario (3 com del IKZF1 e 3 com
IKZF1Pl's) e a outra metade como alto risco (3 com del IKZF1 e 3 com IKZF1P'Us),
Quando consideramos os pacientes tratados pelo protocolo GBTLI 2021, entre os
quatro pacientes com dele¢do no IKZF1, dois foram classificados como de risco
intermediario, um como alto risco e um apresentou falha indutéria (extremo alto risco).
Cinco pacientes com IKZF1Ps foram tratados pelo GBTLI 2021, sendo 2 casos
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classificados como de baixo risco verdadeiro, 2 pacientes de risco intermediario e 1

caso de alto risco. (Figura 35)

a)
Del IKZF1 (n=6) IKZF1P\S (n=6)
: ; Risco ,
E] Baixo Risco . Intermediario . Alto Risco
b
) Del IKZF1 ( IKZF1PWS(n=5)
40%
"l|!§I|||| 40%
Risco Basico Risco - :
Verdadeiro . Intermedidrio . Alto Risco . Extremo Alto Rico

Figura 35 - Classificacdo de risco dos grupos de pacientes de acordo com a presenca de dele¢édo no
gene IKZF1.

a) Pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado. b) Pacientes tratados pelo protocolo
GBTLI.

A Tabela 11 e a Tabela 12 descrevem as carateristicas clinicas, valores de DRM
e evolugcdo dos pacientes com delecdo no IKZF1 e IKZF1PUs, Os pacientes com
delecdo do IKZF1 apresentaram maior idade ao diagndstico quando comparados aos

outros pacientes (Figura 36).
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Idade Sexo GB Status Protocolo GR DRM DRM DRM GR pos del Situacéo SG (m) Marcador biolégico %
(m) diag SNC tto diagn D15/D19* D33 D78/D49* Inducdo IKZF1 Atual associado blastos
BFM ALLIC
SNC AT Del ERGA 5-10
179 F 5800 2009 RI 9,6 0 NR AR (hetero) OR 12 Del CDKN2A/B (homo) 70,9
adaptado
BFM
SNC ALLIC AA-T
188 M 11300 1 2009 RI 13,7 0,2 NR AR (hetero) PS 3 - 96,5
adaptado
e A Del Alta hiperdiploidia
35 F 1270 1 2009 BR 0,58 0 0 RI completa RFT 51 PAR demais genes 52,6
adaptado (hetero) (duplicagao X)
BFM
SNC ALLIC A4-T7
186 M 481000 1 2009 RI 95,8 38,9 0,34 AR (hetero) RFT (TMO) 47 - 97,54
adaptado
BFM
Del ERGA 5-10
197 M 960 S’;‘C Aﬁ%'alg RI 2,9 0 0 RI (hAe‘tléZO) RFT 42 Del CDKN2A/B 75,2
Del PAX5 A2-5
adaptado
BFM del
198 F 241000 )¢ AC RI 0 0 0 Rl completa  RET 31 Del CDKN2A/B 94,2
adaptado (hetero)
SNC GBTLI A4-T7
126 M 185760 1 2021 AR 15,4 - 2,7 EAR (hetero) RFT (TMO) 12 73,4
Del Del ERGA 6-10
o6 F esi0 )¢ GBI gRp 0,24 - 0 Rl completa  RET 12 Del CDKN2A/B 80,6
(hetero) Del PAX5 A2-6; ex8
SNC GBTLI A4-T7
109 F 68730 1 2021 AR 0,01 - 0 AR (hetero) RET 9 - 85,3
Del
52 F 5910 ©oNC  GBILL - ppp 0,08 - 0 Rl completa  RET 9 Alta hiperdiploidia 78

2

2021

Sheteroz
GB diag: Glébulos brancos no diagnostico; GR diag: grupo de risco ao diagnoéstico; GR pos indugao: grupo de risco apoés indugdo; BR: baixo risco; RI: risco
intermediério; AR: alto risco; BRP: baixo risco provisorio; RBV: risco basico verdadeiro; EAR: extremo alto risco; NR: ndo realizado; OR: ébito em remissao;
OS: perdeu seguimento; RFT: remissao fora de tratamento; RET: remissdo em tratamento.
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Tabela 12 - Caracteristicas dos pacientes com subtipo IKZF1Plus (n=11)

Idade Sexo GB Status  Protocolo GR DRM DRM DRM GR pos del Situacdo SG Marcador bioléaico associado %
(m) diag SNC tto diagn D15/D19* D33 D78/D49* Inducao IKZF1 Atual (m) 9 blastos
Hipodiploidia
BFM ALLIC
154 M 308000 SNC1 2009 AR 11 065 0,04 AR A2-7 oL Del CDKN2A ex4 (homo) ex 2 (hetero) e 08
adantado ' ’ (hetero) (recidiva) CDKNZ2B (hetero)
P Del PAX5 (hetero)
BFM ALLIC Del
166 M 124000 SNC 1 2009 RI 0 0 NR RI completa ~ RFT 65 D€ CDKN2A (hetero) e CDKNZB (homo) g, o
adaptado (hetero)
BFM ALLIC A4-8 Alta hiperdiploidia
51 M 4220 SNC 2 2009 BR 5,32 0 0 AR h RFT 46 Del CDKN2A (homo) e CDKN2B (homo) 82,41
adaptado (hetero)
BEM ALLIC EBF1 Del ex1 (hetero), BTG1 del down e
170 F 6300 SNC3 2009 RI 034 007 0 RI 2t OR 28 Sx2hetero, CDKN2AB de A e Bhetero,  gg
adaptado (hetero) RB1 del ex19-26 (homo
BFM ALLIC del oL
143 M 71130 SNC1 2009 RI 1,42 0,04 NR AR completa (recidiva) 5 dup PAX5 2-5 delCDKN2A 95
adaptado (hetero)
BFM ALLIC .
NR A1-3 dupSHOX e CRLF2 del CSF2RA até P2RY8
29 B 14430 SNC2 . di%?g P 023 NR (4hito) RI (hetero) ~ OSPR 1 delEBF1 delPAX5 A5-10 (hetero) 93,9
A4-7 Del CDKN2A (homo) e CDKN2B (homo)
34 F 6860 SNC2 GBTLI2021 BRP 0,59 NR 0 RI (hetero) RET 19 delPAX5 A8.10 (hetero) 88,9
Del Baixa Hipodiploidia
87 F 3800 SNC2 GBTLI2021 BRP 011  NR 0 AR completa  RET 15 Del CDKN2A e CDKN2B 85,9
(hetero) delPAX5 completa (hetero), del completa
ETV6 (hetero, )del completa RB1 (hetero)
del Del CDKN2A (hetero) e CDKN2B (hetero)
66 F 26800 SNC2 GBTLI2021 BRP 0 NR NR RBV (subclonal?) RET 13 delPAX5 completa (hetero) 86,5
Del Alta hiperdiploidia
103 F 3840 SNC1 GBTLI2021 BRP 0 NR NR RBV completa RET 13 Del CDKN2A (homo) e CDKN2B (homo) 93,1
(hetero) delPAX5 completa (hetero)
A2-7 Alta hiperdiploidia
61 M 39000 SNC2 GBTLI2021 BRP 3,7 NR NR RI (hetero) RET 9 Del CDKN2A (homo) e CDKN2B (homo) 98

GB diag: Glébulos brancos no diagnéstico; GR diag: grupo de risco ao diagnéstico; GR pés inducéo: grupo de risco apés inducéo; BR: baixo risco; RI: risco
intermediario; AR: alto risco; BRP: baixo risco provisorio; RBV: risco béasico verdadeiro; NR: ndo realizado; OL: obito por leucemia; RFT: remissédo fora de
tratamento; OR: 6bito em remissdo; OSDR: 6bito sem documentacéo de remissdo; RET: remissao em tratamento
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Figura 36 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando grupos
baseados na presenca de dele¢éo no IKZF1.

a) Idade ao diagnoéstico; b) Leucometria ao diagnéstico; ¢) Valore de DRM no D15 ou D19; d) Valor de
DRM no D33; e) Valor de DRM do D78 ou D49). Teste Kruskal-Wallis.
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N&o houve recidiva entre os pacientes com delecao do IKZF1 (“ndo plus”) e um

paciente desse grupo foi a 6bito por infeccéo.

Pacientes com IKZF1PUs apresentaram maior chance de recidiva quando
comparados aos pacientes ndo IKZF1PUs (del IKZF1 e WT) (Teste exato de Fisher,
p=0,047). Quando comparamos pacientes IKZF1PUs com o grupo de pacientes sem
alteracdes no gene IKZF1 (WT) a ocorréncia de recidiva néo foi significativa (Teste
exato de Fisher, p=0,06). (Figura 37)

Dos trés pacientes com IKZF1P!'s que evoluiram para recidiva (3/11=37,5%), dois
apresentaram recidiva isolada medular muito precoce e um apresentou recidiva
precoce isolada de SNC. Os dois pacientes com recidiva muito precoce nao atingiram
remissao e foram a 6bito com doenca em atividade. O paciente com recidiva isolada
de SNC entrou em remisséo, mas também foi a 6bito por quadro infeccioso. Além dos
trés casos citados, outro paciente com IKZF1P"s foi a 6bito 50 dias apods diagndstico,

sem documentacdo de remissao (sepse na inducgao).
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Figura 37 - Associagao entre IKZF1Pus e ocorréncia de recidiva.
a) IKZF1rlus X N&o IKZF1Pus (WT + dellKZF1) b) IKZF1plus X WT
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As taxas de SG dos pacientes do grupo IKZF1PUs foram inferiores quando
comparadas as taxas de sobrevida dos pacientes com del IKZF1 (“ndao plus”) e
pacientes sem alteracdes no (SG 48%, 85,7% e 80,6% respectivamente, p=0,04, teste

log-rank Mantel-Cox) (Figura 38).
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Figura 38 - Curvas de Sobrevida dos pacientes classificados de acordo com a presenca de delecdo no

gene IKZF1.
a) Sobrevida Global (SG), p=0,04. b) Sobrevida Livre de Evento (SLE), p=0,06. Teste Log-rank Mantel

Cox. Em destaque na seta 6bito de paciente em segunda recidiva com 58 meses de seguimento.
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4.4.5 Alteracdes no PAX5

O MLPA para pesquisa de PAX5 foi realizado em 108 pacientes. Detectamos
alteracdes no PAX5 em 18 (16,6%) pacientes, sendo 12 tratados pelo BFM e 7 pelo
GBTLI. Observamos associacédo da delecdo no PAX5 com alta hiperdiploidia em 3
pacientes e com hipodiploidia em 3 casos. Entre os 59 pacientes com considerados
como LLA “B-others” (auséncia de hiperdiploidia, hipodiploidia ou rearranjo
recorrente), 12 (20,3%) apresentaram alteracdo do PAX5 (11 delecdes e 1

duplicacao).

Em 8 (7,4%) criancas, as alteracfes no PAX5 estiveram associadas a delecdo
do IKZF1 (em 5 também com delecbes do CDKN2A/CDKN2B), correspondendo ao
subtipo denominado IKZF1Plus, (Tabela 13)

Em 2 casos, a delecdo no PAX5 esteve associada a delecédo do IKZF1, delecao
do CDKN2A mas, devido a associacao com delecéo do ERG, ndo foram classificados
como IKZF1Pls (esses dois pacientes estdo em remisséo, um fora de tratamento e um

em tratamento). (Tabela 13)

Tabela 13 - Alteragﬁes no gene PAX5 e associagc”)es

Todas as LLA B Alta hiperd. Hipodiploidia B-others
(n=108) (n=3) (n=3) (n=59)
Del ou dup PAXS5 (total) 18 (16,7%) 3 3 12 (20,3%)
IKZF1Pus com del PAX5 8 (7,4%) 1 2 5 (8,5%)
altPAX5 isolada 10 (9,2%) 2 1 7 (11,8%)

Entre os 12 pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado,1 (8%),
foi classificado como baixo risco, 8 (67%) com risco intermediario e 3 (25%) como alto
risco. No grupo tratado pelo GBTLI (6 casos), dois (33%) pacientes foram classificados
como baixo risco verdadeiro, trés (50%) como risco intermediario e um caso como alto
risco (17%) (Figura 39).
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a) Alt PAX5 (n=11) b) AltPAX5 (n=6)

BR(BFM) = RI(BFM) = AR (BFM) RBV (GBTLI) = RI(GBTLI) = AR (GBTLI)

Figura 39 - Classificacéo de risco dos grupos de pacientes de acordo com a presenca de alteragéo no
gene PAXS.

a) Pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado. b) Pacientes tratados pelo protocolo
GBTLI. BR: baixo risco, RI: risco intermediario; AR: alto risco; RBV: risco basico verdadeiro.

Para avaliacdo da associacdo com idade, leucometria e os valores de DRM e
para a avaliacdo de curvas de sobrevida, em um primeiro momento, comparamos
todos os 18 pacientes com alteracdo no PAXS5, independente da associacdo com
alteracdes nos genes IKZF1, com os pacientes sem alteracbes no PAX5. Em seguida,
consideramos 2 grupos de pacientes: delecdo no PAX5 ndo IKZF1Pls (10 casos),
delecéo no PAX5 com IKZF1Plus (8 casos) e auséncia de alteracdo no PAX5 (“WT”, 90
casos) (Figura 40 e Figura 41).

Observamos maiores valores de DRM no D33 entre os pacientes com
alteracdo no PAX5 (mediana 0,02) quando comparados aos demais pacientes
(mediana 0,02 X 0,0; p= 0,034, teste Mann Whitney). Quando subdividimos o grupo
de pacientes com altera¢cdo no PAX5, observamos maiores valores de DRM no 33 no
grupo com delecdo no PAX5 associado ao IKZFPs, com mediana igual a 0,07 quando
comparados aos pacientes com alt PAX5 (ndo IKZF1Pl's) e pacientes sem alterages
no PAX5 (p=0,004, teste Kruskal-Wallis) (Figura 40 e Figura 41).
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Figura 40 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando grupos
baseados na presenca de delecdo no PAX5 (independente de dele¢Bes no IKZF1, CDKN2A/B ou ERG
associadas).

a) ldade ao diagndstico; b) Leucometria ao diagnéstico; c) Valore de DRM no D15 ou D19; d) Valor de
DRM no D33; e) Valor de DRM do D78 ou D49). Teste Mann Whitney.
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Figura 41 - Avaliacdo de pardmetros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando trés
grupos de pacientes: delecdo no PAX5 (ndo IKZF1Pus); delecdo no PAX5 (IKZF1Pus) e auséncia de
delecdo no PAXS5.

a) Idade ao diagnoéstico; b) Leucometria ao diagnéstico; ¢) Valore de DRM no D15 ou D19; d) Valor de
DRM no D33; e) Valor de DRM do D78 ou D49). Teste Kruskal-Wallis.
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Quatro pacientes apresentaram recidiva (3 deles IKZF1P's), e evoluiram para

Obito, sendo que em um caso o paciente estava em remisséo e a causa de morte foi

infeccdo. A associacdo entre alteracao

no PAX5 e ocorréncia de recidiva foi

estatisticamente significativa (teste exato de Fisher, p= 0,04) (Figura 42).
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p=0,04

Figura 42 - Correlagao entre mutacéo no PAX5 e ocorréncia de recidiva.

Teste exato de Fisher, p=0,005.

Além dos quatro pacientes que apresentaram recidiva, outros dois pacientes

foram a ébito por complicacdo infecciosa, totalizando 6 dbitos. Os dois pacientes que

foram a 6bito em primeiro diagndstico, foram a 6bito precocemente, na segunda fase

da inducdo, um deles sem documentacdo de remissao (6bitos em 37 dias e 50 dias

apos o diagndstico). As taxas de sobrevida dos pacientes foram inferiores quando

comparados aos pacientes sem alteragdes no gene PAXS5 (Figura 43 e Figura 44).
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Figura 43 - Curvas de sobrevida dos pacientes com alteragdo no PAX5 (independente de outras
dele¢Bes associadas) e dos pacientes sem delecao no PAX5 (WT).
a) Sobrevida Global; b) Sobrevida livre de Evento. Teste Log-rank Mantel Cox
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Figura 44 - Curvas de sobrevida dos pacientes com alteragdo no PAX5 “ndo IKZF1Pus” alteragdo no
PAX5 “IKZF1Prls” e sem alteragdo no PAX5 (WT).
a) Sobrevida Global; b) Sobrevida livre de Evento. Teste Log-rank Mantel Cox.

4.4.6 Alteracbes no ERG

O MLPA para pesquisa de alteragbes do ERG foi realizado em 112 pacientes.
Nove (8%) pacientes apresentaram alteragdes no ERG, sendo 8 casos de delegdes e

um caso de duplicagcdo do ERG, conforme mostrado na Tabela 14.

Nenhum dos pacientes apresentou translocacéo recorrente associada e em um
caso o0 cariotipo indicou alta hiperdiploidia. Em 3 casos a delERG foi encontrada
isoladamente, em 2 casos associada a delecdo no IKZF1 e CDKN2A/B, em 2 casos
associada as delecbes no IKZF1, CDKN2A/B e PAX5 e em 2 casos associada a

delPAX5 (1 dos quais com alta hiperdiploidia) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Descricao de alteracdes no gene ERG

Todas as LLA B ] S B-others
Alta Hiperdiploidia
(n=112) (n=59)

Del ou dup ERG (total) 9 1 8 (20,3%)
Del ERG + Del PAX5 2 1 1
Del ERG + Del PAX5 +
Del IKZF1 + Del CDKN2A 2 0 2
Del ERG + Del IKZF1 +
Del CDKN2A 2 0 2
Del ERG isolada 3 0 3

Sete pacientes foram tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado e
classificados como risco intermediario (4 casos) ou alto risco (3 casos). Os dois
pacientes tratados pelo GBTLI 2021 preenchiam critério para estratificacdo de risco

intermediéario (Figura 45).

a) Alt ERG (n=7) b) AWERG (n=2)

BR(BFM) = RI(BFM) = AR (BFM) RBV (GBTLl) = RI(GBTLI) = AR (GBTLI)

Figura 45 - Classificacao de risco dos grupos de pacientes de acordo com a presenca de alteracdo no
gene ERG.

a) Pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado. b) Pacientes tratados pelo protocolo
GBTLI. BR: baixo risco, RI: risco intermediario; AR: alto risco; RBV: risco basico verdadeiro.

Os pacientes com alteragdo no ERG apresentaram maior idade ao diagnéstico
quando comparados aos demais pacientes (Teste Mann Whitney, p=0,01) e
apresentaram maiores valores de DRM no D15/19 (Teste Mann Whitney, p=0,051)

(Figura 46). Nao houve diferenca entre os valores de DRM no D33 e ao fim da indugéo
147



== Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

dos pacientes com alteracdo ou sem alteracéo no ERG. Todos 0s nove pacientes com
alteracdes no ERG apresentaram DRM negativa ao fim da indugcdo: em 2 casos a
DRM estava negativa no D33 e nao foi realizada pesquisa de DRM no D78, em 5
casos a DRM do D78 foi negativa e nos 2 pacientes tratados pelo GBTLI 2021 a DRM
do D49 foi negativa (Figura 46).

Os quatro pacientes que apresentaram delecdo do ERG associada a delecéo do
IKZF1 entraram em remissao com DRM negativa. Um desses pacientes, estratificado
como alto risco e tratado pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado foi a ébito em
remissao por complicacdo infecciosa, 12 meses apos o diagnostico. Nenhum dos
demais apresentou recidiva até o presente momento (tempo de seguimento igual a
12, 31 e 42 meses).
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Figura 46 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando os
pacientes de acordo com alteragBes no gene ERG (MLPA).
a) ldade ao diagndstico (p<0,05); b) Leucometria ao diagndstico; c) Valore de DRM no D15 ou D19; d)
Valor de DRM no D33; e) Valor de DRM do D78 ou D49). Teste Mann Whitney.
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bY

O paciente com delERG associada a hiperdiploidia e delecdo do PAX5

apresentou recidiva precoce isolada do SNC (25 meses apoés diagndstico) e foi a 6bito

pela leucemia ap6s segunda recidiva (sobrevida de 58 meses). Outro paciente desse

grupo (altERG) foi a 6bito em remissao por complicagéo infecciosa 12 meses apds o

diagnostico.

N&o houve diferenca entre as taxas de sobrevida apresentadas pelos pacientes

com alteragbes no ERG quando comparadas as taxas de sobrevida dos pacientes

sem alteragdes no ERG (Figura 47).
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Figura 47 - Curvas de Sobrevida dos pacientes de acordo com a presenca de alteracdo no gene ERG.
a) Sobrevida Global (SG), p=0,67. b) Sobrevida Livre de Evento (SLE), p=0,65. Teste Log-rank Mantel

Cox
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4.4.7 Alteragcoes no FLT3

A pesquisa de mutacdo no gene FLT3 foi realizada em 155 pacientes e
encontrada em 6 pacientes tratados pelo BFM e em 2 pacientes tratados pelo GBTLI,
totalizando 8 casos. Em 4 criangas encontramos muta¢do do dominio tirosina quinase
(FLT3-TKD), em 3 casos foi identificada insercdo ou delecdo no dominio justa-
membrana (FLT3-JM-INDEL) e em um paciente identificamos duas mutacoes, FLT3-
TKD e FLT3-JM-INDEL associadas (Figura 48).
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Figura 48 - Descrigdo das mutacdes no gene FLT3 em 8 pacientes com LLA B (9 mutacdes).
Mutagbes FLT3-JM-INDEL foram encontradas em 4 pacientes. Cinco pacientes apresentaram
mutac¢des no dominio tirosina quinase (FLT3-TKD). Um paciente apresentou duas muta¢gdes no gene,
uma no dominio justa-membrana (8) e outra no dominio tirosina quinase (8). Dois pacientes
apresentaram a mutacgéo plle836del.

Em relacdo a classificacdo de risco, entre 0s seis pacientes tratados pelo
protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado, dois foram classificados como baixo risco, trés
como risco intermediario e um como alto risco. Um paciente tratado pelo GBTLI 2021

foi classificado como risco intermediario e outro como alto risco (Figura 49).
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a) MutFLT3 (n=6) b) MUtFLT3 (n=2)

2
‘ 33%

BR(BFM) = RI(BFM) = AR (BFM) = RI(GBTLl) = AR (GBTLI)

Figura 49 - Classificagéo de risco dos grupos de pacientes de acordo com a presen¢a de mutagdo no

gene FLT3.
a) Pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado. b) Pacientes tratados pelo protocolo

GBTLI. BR: baixo risco, RI: risco intermediario; AR: alto risco; RBV: risco basico verdadeiro.

N&o foi identificada associacdo entre idade, leucometria e valores de DRM e a

presenca de mutacdo no FLT3 (Figura 50).
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Figura 50 - Avaliacdo de parametros clinicos e de resposta a tratamento (DRM) considerando os
pacientes de acordo com mutag&o no gene FLT3.

a) ldade ao diagndstico (p=0,82); b) Leucometria ao diagndstico (p=0,19); c) Valore de DRM no D15 ou
D19 (p=0,29); d) Valor de DRM no D33 (p=0,75); e) Valor de DRM do D78 ou D49 (p=0,67). Teste Mann
Whitney.
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Dois dos cinco pacientes com mutacédo do tipo TKD apresentaram recidiva
medular isolada, uma delas muito precoce (4 meses apd6s o diagnéstico) e outra
precoce (23 meses apos diagndéstico). Comparando com o grupo de pacientes sem
alteracdo no gene FLT3, observamos uma associagcao estatisticamente significativa
entre a presenca de mutacdo TKD e a ocorréncia de recaida da LLA (Figura 51). O
paciente com recidiva muito precoce néo entrou em remissao e foi a 6bito com doenca
em atividade. Nao houve outro caso de 6bito entre os pacientes com mutacdo no

FLT3.
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Figura 51 - Correlacdo entre mutacéo e recidiva

a) Correlacdo entre mutacéo no FLT3 (FLT3-TKD e/ou FLT3-JM-INDEL) e ocorréncia de recidiva (Teste
exato de Fisher, (p=0,1); b) Correlacédo entre mutacdo FLT3-TKD e ocorréncia de recidiva (Teste exato
de Fisher, p=0,04);

As taxas de SG e SLE dos pacientes com muta¢ao no FLT3 n&o apresentaram

diferencas quando comparadas as taxas de SG e SLE dos demais pacientes (SG
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87,5% X 80,5%, p=0,9; SLE: 87,5%X79,4%, p=0,64; teste Log-rank Mantel Cox)
(Figura 52).

a) Sobrevida Global
100-
%I Lol i 87,5?/0 —= MUFLTS n=8
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S
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100-
L. 87,5% ., == MUutFLT3 n=8
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S
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Figura 52 - Curvas de Sobrevida dos pacientes de acordo com a presenca de mutacdo no gene FLT3.
a) Sobrevida Global (SG), p=0,9. b) Sobrevida Livre de Evento (SLE), p=0,64. Teste Log-rank Mantel

Cox.

Avaliamos a expresséo de FLT3 dos pacientes e a distribuicdo de frequéncia
de expressao do FLT3 foi sempre positiva, indicando que existe uma associacao entre
expressdo do FLT3 e a LLA B. Além disso, pacientes com diferentes marcadores

bioldgicos apresentaram padrdes diferentes na expresséo de FLT3 (Figura 53).
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Figura 53 - Niveis de expressao de FLT3 de acordo com subtipos biolégicos de LLA B.
Teste de Kruskal-Wallis (p=0,0028).

Os pacientes com mutacdo no FLT3 apresentaram maiores niveis de
expressdo do gene quando comparados aos demais pacientes (teste Mann Whitney,
p=0,03, Figura 54b). Quatro pacientes que ndo possuiam mutacdo no gene FLT3
apresentaram expressao de FLT3 muito acima dos demais (RQ>10) e vimos que eles
apresentavam valores de DRM no D15 inferiores quando comparados aos demais
pacientes (Figura 54c), mas que os valores de DRM ao fim da inducdo ndo foram

diferentes dos pacientes sem hiper expresséao (Figura 54d).
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Figura 54 - Analise de expressao em amostra de criangcas com LLA B.

(n=112). a) Distribuicdo de frequéncia da expressdo de FLT3 (quantificacao relativa- RQ) na populacéo
estudada (atencéo para a escala em log). b) Expresséo de FLT3 entre pacientes com mutacdo no FLT3
(FLT3 mut) e pacientes sem mutac¢do no FLT3 (WT). Teste Mann Whitney. c) Avaliagdo da DRM no
meio da inducéo (D15 para protocolo BFM ALLIC 2009 e D19 para protocolo GBTLI 2021) de pacientes
com hiper expressdo de FLT3 (RQ>10) e demais pacientes (RQ < 10). Teste Mann Whitney. d)
Avaliacéo da DRM ao fim da inducéo (D78 para protocolo BFM ALLIC 2009 e D49 para protocolo GBTLI
2021) de pacientes com hiper expresséo de FLT3 (RQ>10) e demais pacientes (RQ < 10). Teste Mann
Whitney.

A Tabela 15 e a Tabela 16 apresentam as caracteristicas dos pacientes com

mutacdes e hiper expressao de FLT3.
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Tabela 15 - Carateristicas dos pacientes com mutacdo no gene FLT3

Idade Protocolo PRM DRM DDSQA Grupo Situacéo . Expressao ) AMP
Sexo SNC GB D15 ou de Evento Associagdo Mutacédo Descrigdo e
(meses) de tto D33 ou h atual (RQ) classificag@o
D19 Dag Risco
SNC BFM >0,01le 2nd nao €.2503G>T '
134 M 1 <5000 adaptado <0,1 0 0 RI Rec recidiva avaliada TKD NR p.Asp835Tyr Tier 1
SNC 10000 a BFM } JM- 1491 €.1764_1775del Tier 1
35 F 1 50000 adaptado 0 0 0 BR 0 RFT INDEL ' p.Glu588_Val592delinsAsp
>0,1
SNC 5000 a BFM >0,1e >0,0le ’ ) €.2508_2510del )
sl F 2 10000 adaptado <10 <01 o AR Rec oL TKD 2,533 p.lle836del Tier2
SNC BFM >0,1e } JM- 3.077 €.1771_1785delinsGGTGGGGAC Tier 3
27 M 2 <5000 adaptado <1,0 0 NR RI 0 RET INDEL ' p.Tyr591_Arg595delinsGlyGlyAsp
SNC 5000 a BFM ) IM- 2847 €.1753_1766delinsGC Tier 1
21 F 1 10000 adaptado <0,01 0 0 BR 0 RET INDEL ' p.Ser585_Tyr589delinsArg
SNC BFM €.2503_2505del .
116 F > <5000 adaptado 0 0 0 RI 0 RET AHD TKD 0,981 p.Asp835del Tier 2
TKD/ €.2508_2510del p.lle836del .
209 M STC 15088803 GZEE' ><0'110e NR 0 AR 0 RET AHD IM- 2,276 ¢.1727_1728insGGGGCT Eg: i
' INDEL p.Leu576_GIn577insGlyLeu
SNC GBTLI >0,1le €.2505T>G; )
69 F 1 <5000 2021 <10 NR 0 RI 0 RET AHD TKD 4,082 Asp835G| Tier 1
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

RI: risco intermediario; BR: Baixo risco; AR: Alto risco; Rec.:recidiva; RFT: remissao fora de tratamento; OL: 6bito por leucemia; RET: remissdo em
tratamento; AHD: alta hiperdiploidia

Tabela 16 - Caracteristicas dos pacientes com hiper expresséo de FLT3 (RQ>10)

DRM  pgm DRM Grupo

Idade Protocolo Situagdo o . Expressao
Sexo SNC GB D15 ou D78 ou de Evento Associacdo  Mutagéo
(meses) de tto D19 D33 D49 Risco atual (RQ)
51 F SNC1 10000 a BFM <0,01 0 0 RI 0 RET - WT
50000 adaptado ] 266,682
212 M SNC1 <5000 BFM >0,01 O NR RI Obitoem OR DEL WT 89,306
adaptado e<0,1 remisséo CDKN2A e
2B
45 M SNC1 <5000 BFM <0,01 0 0 BR 0 RET t (12;21) WT 40,882
adaptado
160 F SNC1 >100000 GBTLI <0,01 NR 0 AR 0 RET - WT 12,327
2021

RI: risco intermediario; BR: Baixo risco; AR: Alto risco; OR: 6bito em remissdo; RET: remissdao em tratamento.
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4.5 Perfil de marcadores biolégicos apresentados pelos pacientes com

evolucdes clinicas distintas

Avaliamos os grupos de pacientes que apresentaram recidiva e dos pacientes
gue foram a Obito por toxicidade relacionada ao tratamento. As caracteristicas clinicas
e laboratoriais desses pacientes sdo apresentadas nas Tabela 17, Tabela 18 e Tabela
19.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a idade e leucometria
inicial dos pacientes que recidivaram quando comparados aos pacientes que nao
tiveram recaida. A presenca de infiltragdo de SNC no diagnostico foi associada a maior

chance de recidiva (teste exato de Fisher, p=0,04) (Figura 55).

150 n=141
EE3 Recidiva

s 100 3 Sem Recidiva
@
E 50
2
Q - _
g 10+ n=10
g 8
o 6 -3 e

4 2 07 G

0 . <o p=0,04

SNC + SNC -

Figura 55 - Correlacao entre a presenca de infiltracdo do SNC ao diagndstico e ocorréncia de recidiva.
Teste exato de Fisher, (p=0,04).
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Tabela 17 - Caracteristicas e Evolucdo dos pacientes segundo evolucéo
Todos os Sem recidiva Com Recidiva Obito por
pacientes (144) (12) toxicidade
(156) (17)
Idade Mi,nima 14m 14m 20m 16m
(meses) MaX|_ma 212m 212m 170m 212m
Mediana 53m 53m 64m 60m
Masculino: 80 (51%) 73 (51%) 7 (58%) 8 (47%)
Sexo Feminino: 76 (49%) 71 (49%) 5 (42%) 9 (53%)
Relacdo 4/9 1,05 1,02 1,4 0,9
Minimo 510 510 1750 510
GB Maxima: 481000 481000 308000 322000
Mediana: 8135 8135 7675 26050
Status SNC 1 94 (60,2%) 88 (61%) 6 (50%) 7 (41%)
SNC SNC 2 57 (36,5%) 53 (37%) 4 (33%) 9 (53%)
SNC 3 5 (3,2%) 3 (2%) 2 (17%) 1 (6%)
Evolucdo Remisséo 122 (78,2%) 122 0 0
Recidiva 12 (7,7%) 0 100% 0
Obito 24 (15,4%) 18 6 (50%) 17
(*6 pos recidiva)
Transferida 4 4 0 0
12 Remisséo 79 79 0 0
fora de tto
12 Remissao 43 43 0 0
em tratamento
23 Remissao 4 4 0
fora de tto
Obito sem 4 4 0 4
documentacéo
remissao
Situacéo Obit_o em 14 (9%) 13 (9%) 1 (8,3%) 13 (76%)
remissao
atual
Obito por 6 (3,8%) 1 (FI) (0,7%) 5 (42%) 0
doenca
(recidiva ou
FI)
Recaida em 2 (1,3%) 0 2 (16,7%) 0
tratamento
(remisséao)
Transferida 4 4 0 0
Perdeu
seguimento
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Tabela 18 - Caracteristicas dos pacientes que apresentaram recidiva (n=12)
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Idade Sexo  GB dia Status GR Protocolo DRM DRM DRM GR pos Tipo de Te;?épo Situacéo SG Marcador bioléaico
(m) 9  sne Diagn tto D15/D19* D33 D78 Indugdo recidiva 28 Atual (m) 9
BFM ALLIC solada
20 M 25880  SNC1 RI 2009 0,18 <0,01 NR RI : 39 RCC FT 64 ETV6:RUNX1
adaptado testicular
BFM ALLIC Isolada OL
154 M 308000  SNC1 AR ad%cl?)(t)gdo 11 0,65 0,04 AR edular 3 (recidiva) 9 Hipodiploidia
BFM ALLIC
34 M 38500  SNC2 RI 2009 0,34 <0,01 NR RI Isolada 15 RCCFT 65 TCF3 -PBX1™
adaptado SNC Baixa hiperdiploidia
BFM ALLIC Isolada oL Alta Hiperdiploidia + Del
104 M 3630 SNC 1 RI 2009 0,24 0,04 <0,01 RI 25 L 58  ERG + Del PAX5 + Del
SNC (recidiva)
adaptado JAK2
BFM ALLIC R Mut FLT3 TKD
134 M 1750 SNC 1 RI 2009 0,04 <0,01 <0,01 RI ;fg('ﬁ?:r 23 2 RTcTcoem 55 CREBBP-ADCY9
adaptado INFRAMESS
BFM ALLIC Isolada OL
31 F 8650 SNC 2 BR 2009 0,82 NR 0,63 AR 4 L 8 Mut FLT3 TKD
adaptado Medular (recidiva)
BFM ALLIC
Isolada RCC FT . -
58 F 3530 SNC 2 BR adi%(t)agdo 5,21 NR <0,01 AR Medular 22 omivo 49 Alta Hiperdiploidia
BFM ALLIC solada
170 F 6300 SNC 3 RI 2009 0,34 0,07 <0,01 RI SNC 26 OR 28 IKZF1Pus*
adaptado
BFM ALLIC B
ETV6:RUNX1*
26 F 6700 SNC2  BR 2009 011 0,01 <0,01 RI Isolada 23 RCCFT 45 it
adaptado medular com TMO RUNX1::CTC1
BFM ALLIC Isolada oL
143 M 71130 SNC1 RI 2009 1,42 0,04 76 AR (rec) ol 3 " 5 IKZF1Plus*
adaptado medular (recidiva)
BFM ALLIC
70 M 15680 SNC1  BR 2009 5,15 0,01 0 AR 'Soc'ja‘l’a 35 Recem 40 ETV6::RUNX1*
adaptado medular TTO (QT)
39 F 4160 SNC 3 AR GBTLI 2021 3,77 NR 0,19 AR Combinada 2 oL 7 Alta Hiperdiploidia
' ' MO e SNC (recidiva) perdip

*NGS sem alteracéo; ** Confirmado pelo NGS; 8Achado exclusivo de NGS; $8NGS amostra da recidiva

161



~~

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude

Tabela 19 - Caracteristicas dos Eacientes que foram a 6bito por toxicidade Sn:l72

Idade GB Status GR DRM DRM DRM GR pos e Tempo S
(m) Sexo diag SNC Protocolo tto Diagn D15/D19* D33 D78 Induco Causa do 6bito sobrevida Marcador biolégico
NR . -
BFM ALLIC - = Alta hiperdiploidia,
185 M 132000 SNC1 2009 adaptado RI 1,02 NR é(lcr)]?étg RI Infecgcdo 25d ETV6:-RUNX1
179 F 580 SNC2 BFMALLIC RI 9,6 0 NR AR Infeccio 12m dellKZF1, delERG
2009 adaptado *
165 M 322000 sSNc2 BFMALLIC AR 1412 007 0 AR Infecgao 14m Baixa hiperdiploidia, rkMT2A
2009 adaptado ' ’ & perdip '
43 F 6020 SNC1 BFMALLIC BR 1,08 nR  NR(Gbito RI Infeccio 26d ETV6::RUNXL: P2RY8::CRLF2
2009 adaptado antes)
BFM ALLIC NR (6bito =
60 M 10690 SNC 2 2009 adaptado BR 10,21 0,27 antes) AR Infecgdo 1m -
BFM ALLIC NR (6bito = . . -
184 F 76950 SNC 2 2009 adaptado RI 0,24 0 antes) RI Infec¢é@o 2m Baixa hiperdiploidia
BFM ALLIC NR (6bito =
151 F 1950 SNC 1 2009 adaptado RI 0 0 antes) RI Infeccéo im -
151 F 190000 SNC2 BFMALLIC AR 278 032 0 AR Infeccéio om BCR::ABLL
2009 adaptado
BFM ALLIC NR (6bito = IKZF1Pu|s
29 F 14430 SNC 2 2009 adaptado BR 0,23 NR antes) RI Infecgdo 1m *
BFM ALLIC NR (6bito x .
49 M 41050 SNC 2 2009 adaptado AR 0,03 NR antes) AR Infeccdo Im BCR::ABL1
BFM ALLIC NR (6bito
212 M 510 SNC 1 2009 adaptado RI 0,06 0 antes) RI AVC im -
BFM ALLIC NR (6bito =
18 M 35000 SNC 2 2009 adaptado RI 0,64 NR antes) RI Infecgdo im -
-~ Alta hiperdiploidia
BFM ALLIC NR (6bito = 5
45 M 31850 SNC 1 2009 adaptado RI 0,62 NR antes) RI Infeccéo 29d ENSG00000226824-XPO1
BFM ALLIC . Baixa hiperdiploidia,
29 F 26050 SNC 1 2009 adaptado RI 0,54 0 0 RI Infeccéo 6m ETV6::RUNX1
BFM ALLIC NR (6bito x Baixa hiperdiploidia,
21 F 67340 SNC3 2009 adaptado RI 3 0 antes) RI Infeccdo im ETV6::RUNX1
BFM ALLIC NR (6bito x *
16 M 4210 SNC 2 2009 adaptado BR 0,45 NR antes) RI Infec¢éo im
120 14700 SNC 1 GBTLI 2021 AR 0 NR 0 AR Infec¢éo 8m Alta hiperdiploidia, TCF3::PBX1

*NGS sem alteracéo; ** Confirmado pelo NGS; 8Achado exclusivo de NGS; $8NGS amostra da recidiva
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Dos 122 pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado, 11
apresentaram recidiva. Em relacéo a classificacdo de risco, 4 eram de baixo risco, 6
de risco intermediario e um paciente de alto risco (figura 56). Um paciente tratado pelo
protocolo GBTLI 2021 e classificado como alto risco por apresentar infiltracdo de SNC

(cloroma) apresentou recidiva.

Pacientes que apresentaram Recidiva
(protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado)

Baixo Risco m Risco Intermediario  m Alto Risco

Figura 56 - Classificacdo de Risco no primeiro tratamento (BFM ALLIC 2009 adaptado) dos pacientes
gue recidivaram (n=11)

Quando comparamos 0s subtipos biolégicos dos pacientes que apresentaram
recidiva com toda a populacdo do estudo, observamos que entre eles houve uma
prevaléncia maior de pacientes com hipodiploidia, IKZF1Ps e mutacdo no FLT3 (figura
57). Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre esses subtipos e a
ocorréncia de recidiva (teste exato de Fisher, p>0,05).

Todos os pacientes que apresentaram recidivas foram classificados em algum
subtipo biolégico.
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Subtipos LLAB Subtipos de LLAB
(todos os pacientes n=156) (pacientes que recidivaram n=12)
Outros
mutFLT3 100% 100%
altERG 90% 25 (16%) o 2 (17%)
m |IKZF1 Plus Teste exato de Fisher p=0,08

80% 8(5%) 80%

dellKZF1 9 (6%)

mPh-like CRLF2::P2RY8 70% Teste exato de Fisher p=0,15 709,

mBCR::ABL1

60% 60% mutFLT3
altPAX5
50% 6 (4%) 50% m [KZF1 Plus
m TCF3::PBX1 -
9 m Alta hiperdiploidia + altPAX5 +
urKMT2A 40% 40%
3 (25%) altERG + delKJAK2
ETV6::RUNX1 0% 34 (22%) o B TCF3 -PBX1
® Hipodiploidia ETV6::RUNX1
) 20% Teste exato de Fisher p=0,13 20%
=iAmp21
u Alta Hipodiploidia
® Baixa Hiperdiploidia 10% 10%
. o m Alta Hiperdiploidia
m Alta hiperdiploidia 0%
° 0%

Figura 57 - Distribuicdo em diferentes subtipos de LLA B (todos / recidivas)

Com intuito de identificar alguma possivel associacéo entre subtipo biolégico e
toxicidade ao tratamento, avaliamos o grupo de dezessete pacientes que foram a 6bito
em remissdo (mortalidade secundaria ao tratamento). Esse grupo de paciente
apresentou maior contagem de leucécitos quando comparados aos pacientes que nao
apresentaram evento (6bito ou recidiva) (Teste Mann Whitney, p=0,03). Em relacéo a
classificacdo de risco ao fim da inducéo, os pacientes tratados pelo protocolo BFM
ALLIC 2009 adaptado se distribuiram em 5 pacientes de alto risco (31%) e 11
pacientes de risco intermediario (69%) (figura 58). Uma paciente submetida a
tratamento pelo protocolo GBTLI 2021 e classificada como de alto risco foi a 6bito por

toxicidade.
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Pacientes que foram a Obito em Remissdo
(BFM ALLIC 2009 adaptado)

m Risco Intermedidrio = Alto Risco

Figura 58 - Classificacdo de risco dos pacientes que foram a 6bito em remisséo

Observamos uma maior representatividade dos pacientes com BCR::ABL1 e
menor percentual de pacientes com alta hiperdiploidia entre os pacientes que foram a
Obito por toxicidade. Outro achado que nos chamou a atencéo foi a maior proporgcao
de pacientes sem marcador biolégico identificado entre os pacientes que foram a 6bito
por toxicidade (29%); mas essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa
(p=0,25, teste exato de Fisher). (Figura 59)

Subtipos LLAB Subtipos de LLAB
(todos os pacientes n=156) (pacientes que foram a 6bito por toxicidade n=17)

Outros

mutFLT3 100% 100%

altERG 00% 25(16%) 90%
m |[KZF1 Plus Teste exato de Fisher p=0,35 5 (29%)

80% 8 (5%) 80%

dellKZF1 9 (6%)
m Ph-like CRLF2::P2RY8 70% - 70% -
m BCR::ABL1 0% o 1(6%)
= altPAX5

Teste exato de Fisher p =0,059
50% 50%
mTCF3::PBX1 outro
urKMT2A 40% 40% u |[KZF1 Plus
dellKZF1

ETV6::RUNX1 w00 34 (22%) 20% u CRLF2::P2RY8
= Hipodiploidia EBCR:ABL1
- 20% = 20% 3(18%) u TCF3 -PBX1

Amp21 mrKMT2A
® Baixa Hiperdiploidia 10% 10% ETV6::RUNX1

X m Baixa Hiperdiploidia
. . Teste exato de Fisher p=0,12

m Alta hiperdiploidia - - m Alta Hiperdiploidia

Figura 59 - Distribuicdo em diferentes subtipos de LLA B (todos / ébitos por toxicidade)
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4.6 Sobreposicdo de diferentes alteracdes genéticas e moleculares

Avaliamos as situagcfes de co-existéncia de diferentes marcadores biolégicos
com o intuito de identificar a influéncia de associacéo entre diferentes alteracdes sobre
a evolucao clinica prevista. Na figura 60, sdo identificadas as principais associacdes
entre diferentes marcadores bioldégicos. Em seguida, na figura 61, hd uma
representacdo esquemaéatica das mesmas associa¢gfes, mas com a demonstracédo de

associagdes “triplas” e sinalizagdo dos pacientes recidivados.

< \j f W7
Av&\\\VZJIZE
SR

(Lo

Figura 60 - Associagdo entre alteragcdes biol6gicas em 156 pacientes com LLA B.

AHD: alta hiperdiploidia; BHD: Baixa hiperdiploidia; HipoD: hipodiploidia; altERG: alteracdo no ERG;
mutFLT3: mutacdo no FLT3; dellKZF1: delecdo no IKZF1 sem critério para IKZF1Pus); altPAX5:
alteracdo no gene PAX5.
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Figura 61 - Representacédo esquematica da populacdo de pacientes estudados e alteracdes bioldgicas
identificadas.

icones com duas ou trés cores distintas representam associagéo de diferentes marcadores bioldgicos
identificadas em um mesmo paciente. Em destaque (#), pacientes que apresentaram recidiva.
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Entre os 42 pacientes que apresentaram hiperdiploidia, 16 pacientes
apresentaram outro marcador bioldgico associado e em 26 casos a hiperdiploidia foi
encontrada isoladamente. Em 4 pacientes, a hiperdiploidia foi associada ao rearranjo
ETV6::RUNX1; em 1 caso ao rearranjo e TCF3::PBX1 e em 1 caso a LLA PH+
(BCR::ABL1). Trés pacientes com hiperdiploidia apresentaram fenétipo IKZF1Pus,
sendo um deles com alteragcdo no PAX5 e outros dois com delecdo no IKZF1 e no
CDKN2A/B. Dois pacientes com hiperdiploidia apresentavam mutac¢des FLT3-TKD e
uma crianga apresentou as duas mutagbes TKD-FLT3 e INDEL-FLT3. Quando
analisamos a ocorréncia de recidiva, houve 3 casos de recidiva entre os pacientes
com alta hiperdiploidia, um caso com altera¢cdes nos genes ERG e PAX5 e dois casos

com alta hiperdiploidia isolada.

N&o foi possivel identificar influéncia entre associagéo de diferentes marcadores
bioldgicos com a hiperdiploidia sobre os valores de DRM (figura 62) ou a ocorréncia

de recidiva.
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Alteragoes em associagao com hiperdiploidia Alteragoes em associagao com hiperdiploidia
(DRM D15 ou D19) (DRM D78 ou D49)
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Figura 62 - Valores de DRM dos 42 pacientes com alta hiperdiploidia isoladamente (em verde) ou
associado com outros marcadores bioldgicos.

Vinte e oito pacientes foram tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado e quatorze pacientes
tratados pelo protocolo GBTLI 2021. Os valores de DRM dos pacientes tratados pelo protocolo
GBLT2021 estdo marcados com circulo preto (nas associacdes). Para o grupo com hiperdiploidia
isolada destacados dois pacientes com valores de DRM extremos, ambos tratados pelo GBLT 2021
(preenchidos em verde claro). AHD: alta hiperdiploidia, HipoD: hipodiploidia; BHD: baixa hiperdiploidia.
(Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05)

Chamou a atencao o fato de que entre os cinco pacientes com mutacdo FLT3-
TKD, houve recidiva nos dois casos em gque ndo houve associacdo com alta
hiperdiploidia e, em contra-partida, entre os trés pacientes com alta hiperdiploidia
associada a FLT3-TKD néo houve recidiva. Apesar de “curioso” esse achado ndo tem

significado estatistico (Teste exato de Fisher, p=0,1).

A segunda alteracdo biol6gica mais frequente foi o rearranjo ETV6::RUNX1,
presente em 38 pacientes (32 tratados pelo BFM ALLIC 2009 adaptado e 6 pacientes
tratados pelo GBTLI). Em 22 casos (18 tratados pelo BFM e 4 entre os pacientes
tratados pelo GBTLI) o rearranjo ETV6::RUNX1 foi encontrado isoladamente. Houve
associacdo com alta hiperdiploidia em 4 casos, rearranjo P2RY8::CRLF2 em 4 casos,
IAMP21 em 2 casos (1 crianca tratada pelo GBLTI), hipodiploidia em 1 caso e em 2
pacientes o ETV6::RUNX1 foi associado com hipodiploidia e iAMP21
concomitantemente. N&o conseguimos identificar influéncia entre associacdo de
marcadores e valores de DRM no meio e ao fim da indugéo (Figura 63).
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Os trés casos de recidiva observados entre os pacientes com ETV6::RUNX 1
ocorreram em pacientes nos quais o rearranjo foi encontrado “isoladamente”. Apés a
realizacdo do NGS, identificamos a presenca da fusdo RUNX1::CTC1 em uma

paciente do sexo feminino com ETV6::RUNX1 que recidivou.

Alteragcoes em associagao com ETV6::RUNX1 Alteragoes em associagao com ETV6::RUNX1
DRM D15 ou D19 DRM D78 ou D49
6- 0.10-
0.08
=Y v £ 0.06
5 X 0047
° % 0.02-
0 Ao p=078 0,00 s P=0,18
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Figura 63 - Valores de DRM dos 38 pacientes com ETV6::RUNX1 isoladamente (em laranja) ou
associado com outros marcadores bioldgicos.

Trinta e dois pacientes foram tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado e seis pacientes
tratados pelo protocolo GBTLI 2021. Marcados com circulo, dois pacientes tratados pelo protocolo
GBLT2021 que apresentaram rearranjo associado com AHD e com iAMP21. AHD: alta hiperdiploidia,
HipoD: hipodiploidia; BHD: baixa hiperdiploidia. Teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05)
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Figura 64 (continua) - Caracteristicas clinicas, evolucdo e

marcadores bioldgicos de 156 pacientes com LLA B.

Protocolo tto: protocolo de tratamento; BFM ad: BFM ALLIC 2009
adaptado; GBTLI: GBTLI 2021; GR: Grupo de risco; BR: baixo risco;
RI: risco intermediario; AR: alto risco; BRP: baixo risco provisorio;
BRYV: baixo risco verdadeiro; EAR: extremo alto risco; RFT: remissédo
fora de tratamento; RET: remissdo em tratamento; LA: leucemia em
atividade; OR: 6bito em remissdo; OL: Gbito por leucemia; Ol: 6bito
na inducdo; OSDR: 6bito sem documentacdo de remissdo; OS:
perdeu seguimento; AHD: alta hiperdiploidia; BHD: baixa
hiperdiploidia; HipoD: hipodiploidia; AE: alterac&o estrutural; NR: ndo
realizado; Rear. Recorrente: rearranjo recorrente; Del: delecdo; Dup:
duplicacéo

Idade Citogenética
<10a Normal
210a

AHD

Sexo BHD
M HipoD
E AE

NR

GB inicial
<50000 Rear. Recor.
>50000 Negativo

ETV6:RUNX1
Status” SNC TCF3:PBX1
CNS1 BCR::ABL1
CNS 2 rKMT2A
CNS 3 NR

Prot. tto iIAMP21
BFM ad. l iAMP 21
GBTLI WT

GRinicial NR
BR IKZF1
RI Del IKZF1
AR IKZF1Plus
BRP Selvagem
AR NR

DRM PAX 5
<001 Selvagem
0,01-0,1 Del
0,1-1,0 Dup
1,0-10,0 NR
>10
NR ERG

GR final Selvagem
BR Del
RI

Dup
AR
BRV NR
RI
AR P2RY8::CRLF2
EAR Negativo
Positivo

Evolucéo NR
RFT mutFLT3
RET TKD
LA JM-INDEL

TKD+ JM-
OR INDEL
oL Selvagem
ol NR
OSDR
PS Exp FLT3
RQ <3
RQ >3
RQ>10.
NR
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Figura 64 (conclusdo) - Caracteristicas clinicas,
marcadores biolégicos de 156 pacientes com LLA B.
Protocolo tto: protocolo de tratamento; BFM ad: BFM ALLIC 2009
adaptado; GBTLI: GBTLI 2021; GR: Grupo de risco; BR: baixo risco;
RI: risco intermediario; AR: alto risco; BRP: baixo risco provisorio;
BRV: baixo risco verdadeiro; EAR: extremo alto risco; RFT: remissédo
fora de tratamento; RET: remissdo em tratamento; LA: leucemia em
atividade; OR: 6bito em remissdo; OL: 6bito por leucemia; Ol: 6bito
na inducdo; OSDR: 6bito sem documentacdo de remissdo; OS:
perdeu seguimento; AHD: alta hiperdiploidia; BHD: baixa
hiperdiploidia; HipoD: hipodiploidia; AE: alterac&o estrutural; NR: ndo
realizado; Rear. Recorrente: rearranjo recorrente; Del: delecdo; Dup:
duplicacéo.
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Idade Citogenética
<10a Normal
210a

AHD

Sexo BHD
M HipoD
E AE

NR

GB inicial
<50000 Rear. Recorrente
250000 Negativp

ETV6:RUNX1

SNC TCF3::PBX2
CNS 1 BCR::ABL1
CNS 2 rKMT2A
CNS 3 NR

Protocolo tto AMP21
BFM ad. 5 o 21
GBTLI WT

GRinicial NR
BR IKZF1
RI Del IKZF1
AR IKZF1Plus
BRP Selvagem
AR Untested

DRM PAX5
<0,01

Selvagem
0,01-0,1 Del
0,1-1,0 Dup
1,0-10.0 Untested
>10
NR ERG

GR final Selvagem
BR Del
RI b

up
AR
BRV NR
RI
AR CRLF2::P2RY8
EAR Negativo

Positivo

Evolucéo NR
RFT mutFLT3
RET TKD
LA JM-INDEL

TKD+ M-

OR INDEL
oL Selvagem
ol NR
OSDR
PS Expresséo FLT3
RQ <3
RQ >3
RQ>10.
NR
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4.7 Fluxograma para caracterizacao biolégicade LLA B

Foi desenvolvido um algoritmo (figura 65) com o objetivo de estabelecer o
diagnéstico molecular de LLA fundamentado no uso racional da tecnologia. O
instrumento baseia-se na deteccdo inicial das alteracdes mais frequentes e/ou
relevantes com aplicacdo sequencial de metodologias de acordo com o custo e
beneficio do teste.

Primeiro “round”. Assim que confirmado o diagndstico de LLA B, as amostras

de todos os pacientes serdo submetidas a avaliacdo por PCR para pesquisa de
rearranjos recorrentes, rearranjos no KMT2A (multiplex) e rearranjos no gene IKZF1
(multiplex). Para pacientes com LLA B BCR::ABL1 sera realizado sequenciamento
do gene ABL1l. A pesquisa de expressdo de CRLF2 sera incluida na
imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Sequndo *round” De acordo com a positividade ou ndo do CRLF2 na

imunofenotipagem (IFT), os pacientes serdo direcionados para dois bragos distintos:
1. nos casos de CRLF2 positivo, sera realizado pesquisa dos rearranjos
P2RY8::CRLF2 (RT-PCR), IGH::CRLF2 (FISH) e CRLF2::F232C (sequenciamento).
2. Nos casos de CRLF2 negativo, os pacientes serdo direcionados para realizacao
de MLPA (Kit SALSA MLPA probemix P327 iAMP21-ERG e com o kit probemix
P335-B2 ALL-IKZF1; MRC-Holland).

Terceiro round” 1. Pacientes com expresssao ou rearranjos no CRLF2 seréo

submetidos a avaliacdo por sequenciamento dos genes JAK1 e JAK2. 2. Para o grupo
de pacientes com CRLF2 negativo, sera realizada avaliacdo por FISH (rearranjos
envolvendo os genes ABL1, ABL2, EPOR, JAK2, PDGRFB) e pesquisa de mutacao
no FLT3 (analise de fragmento e RFLP).

Casos selecionados serdao direcionados para avaliacdo por NGS. Serao
realizados exames confirmatérios para fusbes Ph like (multiplex RT-PCR) quando
estas forem detectadas atraves do NGS.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LLA-B

Q RT-PCR MLPA Citognetética (FISH)
- t(1;19) TCF3-PBX1 ALL-KZF1 A
= £(12;21) ETV6-RUNX1 CRLF (-) na IFT iAmp21-ERG AL
) t(4;11) AF4-KMT2A —— EROR
JAK2
g t(9;22) BCR-ABL1 PDGRFB
83 p190,p210 Anadlise de Fragmento
3 Mut FLT3 INDEL
Q - NGS
f w Sequenciamento il
° A Mut FLT3 TKD
: ————
m e 7.
) Multiplex PCR: IKZF1 m m Confirmatério
S iplex RT-5CR
= Multiplex KMT2Ar CRLF (+) na IFT Sequenciamento FusGes Ph like
E (RT-PCR) RT-PCR P2RY8::CRLF2 JAK1
— t(1;11) t(4;11)
e FISH IGH::CRLF2 JAKZ
HEHE) A AT) Seq. CRLF2::F232C

t(11;19)  PTD

Figura 65 - Algoritmo para diagnostico de LLA B desenvolvido pelo grupo de pesquisa do LPT / HCB.
IFT: imunofenotipagem. ALL-IKZF1: kit probemix P335-B2 ALL-IKZF1; iAmp-ERG: Kit SALSA MLPA
probemix P327 iAMP21-ERG.

Seqguenciamento de Nova Geracado (NGS — “New Generation Sequencing”)

Estamos em processo de validacdo de avaliacdo dos pacientes com a
tecnologia por NGS e de comparacédo dos resultados obtidos através de NGS com o0s
dados obtidos pelos métodos ortogonais. Nao existem painéis para avaliacao por NGS
especifico para pacientes pediatricos. Nesse primeiro momento, utilizamos um painel
customizado para identificacdo de rearranjos e fusdes. Nesse painel, selecionamos
genes com significado clinico descrito em pacientes com LLA a avaliamos sequencias
de RNA nas regifes desses genes, 0 que permite a identificacdo de possiveis novos
genes de fusdo. Nao foi utilizado “pipeline” para avaliagao de insergcdes ou delegdes.
As tabelas abaixo apresentam os dados incialmente obtidos em 59 pacientes com LLA
B (tabela 20) e as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com rearranjos

identificados através do sequenciamento (tabela 21).
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DESCRICAO DA ALTERACAO NGS

ALTERACAO OUTROS METODOS

(n=24)

ALTERACAO IDENTIFICADA NO NGS

ETV6::RUNX1 isolada
(5)

Isolada ETV6::RUNX1 + iAMP21 + Baixa hipodiploidia
(7 casos) 1)
ETV6::RUNX1 + Baixa hiperdiploidia
@
ETV6:RUNX1 ETVE:RUNXL ETV6:RUNX1
RUNX1::CTC1
(10) O @)
ETV6-RUNXZ; . .
ARBB2-EPOR ETV6::RUNX1 (+1)CRLF2..P2RY8
1)
ETV6::RUNX1 . . R
RUNX1:EIF3B ETV6::RUNX1 + Alta hiperdiploidia
Q @
BCR::ABL1 BCR-ABL1
) @
TCF3::PBX1 isolada
TCF3:PBX1 4
(6) TCF3::PBX1 + Baixa hiperdiploidia
(2
ZMZ1::ABLL(1) de”(*i)z':l
CREBBP-ADCY9 INFRAME (amostra FLT3-TKD

recaida) (1)

1)

IKZF1 del? (1)

IKZF1P's + Alta hiperdiploidia
1)

DNM2-TMUB1 INFRAME (1)

Alta hiperdiploidia
(€]

GUSBP11-IGLL1

ETV6:RUNX1
@)

FBXL3-KAT6A OUT OF FRAME (1)

Alta hiperdiploidia
1)

ENSG00000226824-XPO1 (1)

Alta hiperdiploidia
1)

NGS SEM ALTERACAO
34)

(N=

Sem alteragao

Alta hiperdiploidia
(10)

Baixa hiperdiploidia

1)

Alteracéo estrutural cariétipo
2

ETV6:RUNX1
Q)

IKZF 1Pt
(3)

Del IKZF1 isolada + Alta Hiperdiploidia

1)

Del IKZF1 + delERG
3)

Del IKZF1 + del ERG + delPAX5 (1)

Alt ERG
(2 isoladas)

AltPAX5
(1 isolada)

FLT3-TKD +
Alta hiperdiploidia
@

FLT3 JM-INDEL
Q)

Sem alteracédo

(6)

Erro

Sleacientesz

ETV6:RUNX1 (1)
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Tabela 21 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais e evolucdo de pacientes com alteracoes identificadas pelo sequenciamento

Idade Sexo  GB diag Status GR Protocolo DRM DRM DRM GR pos

Alteracdo Situacao SG

Evento Alteracdo NGS

(m) SNC Diagn tto D15 D33 D78 Inducéo Associada Atual (m)
BFM ALLIC
188 M 11300 SNC 1 RI 2009 13,7 0,2 NR AR - del IKZF1 oS 3 ABL1::ZMZ1
adaptado
BFM ALLIC Recidiva RET 22 CREBBP-ADCY9
134 M 1750 SNC 1 RI 2009 0,04 0 0 RI isolada FLT3-TKD L 55 INFRAME (amostra
recidiva .
adaptado medular recaida)
BFM ALLIC Alta
51 M 4220 SNC 2 BR 2009 5,32 0 0 AR - hiperdiploidia RFT 46 IKZF1 del?
adaptado IKZF1Plus
BFM ALLIC
16 F 35690  SNC2 RI 2009 5,56 0 0 AR ; . er’g:t"’}oi Ga  RFT 44 D'\III\I\IAFZI-?-I,—A,\:/ILIJEB]-
adaptado perdip
BFM ALLIC
49 M 27330 SNC 1 BR 2009 0,03 0 0 BR - ETV6::RUNX1 RFT 44 GUSBP11-IGLL1
adaptado
BFM ALLIC
41 M 2600 SNC 2 BR 2009 0,23 0 0 RI - hiperg:giloidia RFT 30 FBXLB-};ARLGI\':‘EOUT OF
adaptado
BFM ALLIC NR - L.
P 6bito Alta Obito ENSG00000226824-
45 M~ 31850  SNC1 RI . di%?: " 0,62 ;‘r’]‘fgg) RI Inducio  hiperdiploidia  indugdo  * XPO1
BFM ALLIC Recidiva
26 F 6700 SNC2  BR 2009 0,11 0,01 0 RI isolada ; RFTTMO 42 ETV6:RUNX1;
RUNX1::CTC1
adaptado medular
BFM ALLIC
50 M 63000  SNC1 RI 2009 3,7 0 0 RI P2RY8- RFT 46 ETVE-RUNXL ARBB2-
CRLF2 EPOR
adaptado
BFM ALLIC
50 M 18730 SNC1  BR 2009 0 0 NR BR Alta RFT 63 ETV6:RUNX1,
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5 DISCUSSAO

5.1 Descricdo da Amostra

5.1.1 Caracteristicas Epidemioldgicas

Os parametros clinicos e epidemioldgicos da nossa populacao refletem com
certa exatidao as caracteristicas descritas em LLA B na infancia: pico de incidéncia
entre 2 e 4 anos de idade, discreto predominio do sexo masculino (Ries et al., 1999)
(Jeha, et al., 2019), e percentual de 26% (Inaba; Pui, 2021) (Zhang; Habebbu; Li,
2022) (National Cancer Institute, 2021) de todos os casos de neoplasias malignas
atendidas na nossa instituicdo. Essas observacbes dado sustentacdo a
representatividade do grupo estudado em relacdo outras populacdes de criangas com
LLA B.

Brasilia € uma cidade nova (60 anos), cuja populacgéo foi constituida a partir de
movimentos migratérios de pessoas das diferentes regides do Brasil, esta localizada
em uma posicao centralizada no Pais, com relativa proximidade as diferentes regifes
(quando consideradas as amplas distancias do territério nacional) e possui malha
aérea e viaria que facilita a mobilizacdo de moradores de regides interioranas de
outros estados; além disso, por ser capital do Pais, recebe profissionais da area
juridica, militares e representantes politicos de todas as federaces do Brasil. Estes
nos permitem inferir que a populacdo dos pacientes tratados no Hospital da Crianca

de Brasilia pode ser, do ponto de vista genético, um reflexo da populagéo brasileira.

5.1.2 Leucometria ao diagnéstico

Apesar de certa semelhanca com o que € descrito em diferentes localidades do
mundo (entre 40 a 50% dos pacientes com leucometria inferior a 10.000/mms3 e cerca
de 20% com leucocitos acima de 50.000/mm3) (Stary et al, 2013; Jeha et al, 2019),
em nossa populacdo ha uma maior proporcéo de pacientes com valores menores de
leucécitos e menor proporgdo de pacientes com leucometria acima de 50000/mms3.
Uma limitagcdo para a nossa comparagdo € o fato de que a maioria dos estudos
multicéntricos apresentam os dados referentes a contagem de leucdcitos
considerando todos os casos de LLA (incluindo os imunofenadtipos B e T) (Pui et al,

2000; Pagliaro et al, 2024). A contagem elevada de leucdcitos ao diagnostico € uma
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das caracteristicas tipicas das leucemias de células T (Raetz; Teachey, 2016; Jing et
al, 2024) e isso pode explicar por qgue na nossa amostra, restrita a pacientes de LLA

de linhagem B, existe uma tendéncia para menor leucometria ao diagnaostico.

5.1.3 Classificagéo de risco

Avaliando a classificagéo do risco dos pacientes no momento da admisséo e
ao fim da inducdo, confirmamos a importancia da avaliacdo da DRM para o
refinamento e adequacao da intensidade do tratamento. Na nossa amostra, entre 0s
pacientes tratados pelo protocolo BFM ALLIC 2009, mais de 10% dos pacientes
incialmente classificados como baixo risco, foram reclassificados como de alto risco.
Em outras circunstancias, se nao considerada a resposta biolégica, estes pacientes

nao receberiam tratamento adequado a agressividade de sua doenca.

Entre os 5060 pacientes incluidos no protocolo ALL IC BFM 2002, 30% dos
pacientes com LLA foram estratificados com baixo risco, 52,3% como risco
intermediario e 16,7% como alto risco (Stary et al, 2002). Na Polbnia, entre 1376
pacientes tratados pelo protocolo BFM ALL IC 2009, 14% foram estratificados como
de baixo risco, 63,1% como risco intermediario (63,1%) e 23% como alto risco 23%
(Zawitkowska et al, 2020). Existe uma tendéncia para estratificacdo dos pacientes em
grupos de maior risco no grupo polonés quando comparado aos dados do protocolo
ALL IC 2002. Isso possivelmente decorre do fato de que a avaliacdo da DRM passou
a ser recomendada a partir do protocolo de 2009, permitindo identificar situacdes nas
quais, como descrito acima, doencas com apresentacao inicial sugestiva de menor
agressividade, sao refratarias ou resistentes aos efeitos da quimioterapia e passam a
ser reclassificados como de alto risco. As proporgdes dos diferentes grupos de risco

dos nossos pacientes aproximam-se dos achados do estudo polonés.

Apesar de termos adotado ponto de corte de DRM no D15 inferior ao
preconizado pelo protocolo original (5% e ndo 10%) para classificacdo como alto risco,
observamos um percentual um pouco maior de pacientes de baixo risco e menor de
pacientes classificados como de alto risco em nossa populagéo. Este fato (assim como
observado em relag&o a leucometria) pode ser atribuido a exclusdo dos casos de LLA

T na nossa amostra.
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Em relacdo a estratificacdo de risco dos pacientes tratados pelo protocolo
GBTLI 2021, utilizamos para comparacao os dados do protocolo total XVI, devido a
semelhanca de parametros adotados por esses dois protocolos. (quadro suplementar
3). O tamanho restrito da amostra impede a realizagdo de conclusdo ou comparacao
consistente, mas na nossa coorte h4 uma maior proporcao de pacientes classificados
como baixo risco provisorio (64,7% no HCB X 59,7% no Total XVI) (Jeha et al, 2019).

Semelhante ao que foi observado na populagéo tratada pelo protocolo BFM
ALLIC 2009 adaptado, entre os pacientes tratados pelo GBTLI o principal motivo para
a mudanca da classificacdo de risco dos pacientes foi o valor da DRM coletada apos

as duas primeiras semanas de QT (DRM D19).

5.1.4 Evolugéo e desfecho

Fase Indutéria (Mortalidade Indutéria e Taxa de Remissao)

Com os avangos no tratamento da LLA e a reducédo das taxas de recidiva da
doenca, a maioria dos Obitos dos pacientes em tratamento para Leucemia Linfoide
Aguda sao decorrentes de toxicidade relacionada ao tratamento (Caniza et al, 2015;
Ozdemir et al, 2017), com destaque para a fase inicial do tratamento (Gupta et al,
2011). A definicdo de mortalidade precoce (ou mortalidade indutéria) varia entre
diferentes estudos, de acordo com o tempo de tratamento de inducdo. Entre pacientes
tratados pelo protocolo BFM, define-se por 6bito até 4 a 5 semanas apdés o inicio do
tratamento de LLA (Prucker et al, 2009). Outros estudos utilizam o D42 como tempo
limite para mortalidade indutéria (Gupta et al, 2011; Cheng; Pole; Sung, 2014; Gibson
et al, 2018).

Entre 896 pacientes tratados com protocolo BFM na Austria, 7 (0,8%) pacientes
foram a 6bito durante a indug&o. Nesse mesmo estudo foi demonstrado importante
reducado nas taxas de mortalidade precoce (de 2,2% para 0,2%) quando 0s pacientes
foram avaliados considerando dois periodos consecutivos (tratamento pelos
protocolos BFM 81 e 84 X tratamento pelos protocolos 86, 90 e 95) (Prucker et al,
2009). Nos EUA, entre 5377 pacientes com LLA de baixo risco, 0,47% dos pacientes
foram a oObito durante a inducédo (Maloney et al, 2020). Na Inglaterra sdo descritas
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taxas de mortalidade indutéria igual a 0,5% (Vora et al., 2013) e no Canadé taxas
entre 1,1% a 1,38% (Blanco et al, 2012; Cheng; Pole; Sung, 2014).

Quando avaliamos dados de paises em desenvolvimento as taxas de
mortalidade indutéria sdo superiores a 5% (Gupta et al, 2011). Recentemente Horn e
colaboradores descreveram taxas de mortalidade indutoria de criancas brasileiras
com LLA iguais a 3,1% entre 285 pacientes tratados no periodo de 1997 e 2007 e
2,4% quando avaliadas 410 pacientes tratados de 2008 a 2018 (Horn et al, 2024). Na
nossa populacdo de estudo, encontramos em uma situacdo intermediaria entre os

paises em desenvolvimento e os paises desenvolvidos.

Infeccao grave foi a causa de morte dos quatro pacientes que foram a ébito no
periodo de inducéo e da grande maioria dos casos que foram a ébito no segundo més
de tratamento. Os quatro Obitos na fase indutéria ocorreram entre 25 a 34 dias apos
o diagnostico, o que indica grande possibilidade de que os efeitos do tratamento
quimioterapico e ndo a apresentacdo clinica inicial tenham contribuido para o
desfecho. Uma observacdo importante no nosso estudo foi o elevado indice de
mortalidade na segunda fase de inducdo (8 casos), que ndo € considerado como
mortalidade indutéria (pois esta além das cinco semanas), mas que também decorre

de complica¢cbes associadas a toxicidade do tratamento inicial.

Os nossos achados sdo consistentes com o que ja foi descrito em relacdo a
discrepancia entre a evolugéo dos pacientes com LLA B tratados com protocolos mais
intensivos em paises desenvolvidos quando comparados com paises em
desenvolvimento (RIBEIRO et al., 2016; Pui et al, 2018; Pedrosa et al., 2020).

Considerando os 110 pacientes que finalizaram a inducéo pelo protocolo BFM
ALLC IC 2009, o percentual de falha indutoria foi de apenas 1,8%, mas o preco pago
foi uma taxa de mortalidade precoce extremamente elevada. Mais da metade dos

Obitos aconteceu nesse periodo inicial do tratamento.

Uma das principais motivacdes para a estruturacao do protocolo GBTLI 2021,
encorajada pela experiéncia positiva do grupo de Recife com o protocolo RELLA
(Pedrosa et al, 2020), foi a tentativa de reduzir a toxicidade do tratamento da LLA e

consequentemente, reduzir as taxas de mortalidade relacionadas ao tratamento;
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(Protocolo GBTLI 2021). Entre os 34 pacientes do nosso estudo tratados pelo

protocolo GBTLI 2021, ndo houve nenhum 6bito até o final da inducéao (D49).

Em contrapartida, a reducao da intensidade do tratamento, refletiu em redugéo
das taxas de remissédo no fim da inducdo. Houve falha de resposta (DRM> 1,0 no D49)
em 7,69% dos casos. Os dois pacientes com falha indutoria foram direcionados
precocemente para a realizacdo de TMO e encontram-se em remissao apos 19 e 12

meses de seguimento.

A primeira impresséao € que, com a adoc¢ao do novo protocolo, muitos pacientes
sao preservados dos efeitos toxicos e, apenas os pacientes com “real necessidade”
Sao expostos aos riscos do tratamento mais agressivo. O pouco tempo de seguimento
e amostra reduzida dos pacientes que foram submetidos ao tratamento pelo protocolo
GBTLI 2021 impedem conclusdes assertivas. Faz-se necessario a avaliacdo de maior
amostra, com maior tempo de seguimento para determinar os reais impactos trazidos

pelo novo protocolo.

Recidivas

Em 15 a 20% dos pacientes com LLA pode ocorrer recidiva. As taxas de
sobrevida global em pacientes com LLA recidivada variam de 40 a 70% dependendo
do tempo de seguimento e classificacdo de risco no momento da recidiva. (Tallen et
al.,, 2012; Oskarsson et al., 2016; Stackelberg et al, 2022). Entre os fatores
prognosticos relacionados a doenca recidivada estdo o tempo para recidiva (quanto
menor o tempo entre o primeiro diagndstico e a recidiva, pior a evolucao), o local
acometido (recidiva medular tem pior evolucdo do que recidivas extramedulares) e a
intensidade do tratamento utilizado previamente (criancas submetidas a tratamentos
mais intensivos tém menores chances de resposta ao segundo tratamento) (Hunger;
Mullighan, 2015; Schwartz; Muffly, 2024).

A taxa recidiva no grupo de pacientes tratado segundo protocolo BFM adaptado
foi inferior a 10%, mas nédo podemos valorizar esses resultados, uma vez que apenas
uma pequena parcela de nossa amostra tem um tempo de seguimento maior que 3

anos.
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Entre os pacientes com LLA B recidivada, as chances de segunda remissao
sao de 50 a 70% e apenas 20 a 30% séao curados. (Hunger; Mullighan, 2015; Sidhu et
al, 2023). Os pacientes com LLA B recidivada de alto risco (segundo critérios do
protocolo BFM 2002 para LLA recaida) incluidos no protocolo ALL IC 2009
apresentaram taxas de SLE 22,6% e SG 32,6% (Eckert et al, 2021). Para os pacientes
de “risco Standard” (recidiva medular tardia ou recidiva precoce combinada) do
protocolo BFM 2002 para LLA recaida, as taxas de SLE foram iguais a 68-70% e de
SG iguais a 86-87% (Stackelberg et al, 2022).

Até o presente momento, em nosso trabalho, 50% dos pacientes recidivados
encontram-se vivos e em remissao, com tempo de seguimento que varia de 40 a
64meses. A evolugcdo dos pacientes recidivados na nossa amostra se mostrou
semelhante ao descrito na literatura e “respeitou” as expectativas quando
considerados 0 momento e tipo de recidiva: recidivas precoces evoluem muito mal e

recidivas tardias ou isoladas do SNC apresentam melhor prognaostico.
Obitos

A principal causa de mortalidade entre pacientes com LLA B estd associada a
toxicidade relacionada ao tratamento, com destague para os quadros infecciosos.
Entre os fatores associados com as elevadas taxas de mortalidade e complicacdes
em pacientes com LLA nos paises com baixos recursos estdo a escassez de leitos e
medicamentos, dificuldade de acesso a servigo de saude, distancia para o centro de
atendimento (Ribeiro et al., 2008; Pui et al., 2018; Pedrosa et al., 2020).

Na Austria, 3,4% dos pacientes tratados com protocolo BFM foram a 6bito,
sendo 0,7% durante a inducdo. Nesse mesmo estudo foi demonstrado importante
reducado nas taxas de mortalidade precoce nos protocolos mais recentes (86, 90 e 95).
(Prucker et al, 2009). Nos EUA, a mortalidade indutoria entre os pacientes com LLA
de baixo risco foi igual a 0,47% (Maloney et al, 2020). Na Inglaterra sdo descritas taxas
de mortalidade indutéria igual a 0,5% (Vora et al., 2013) e no Canada taxas entre 1,1%
e 1,38% (Blanco et al, 2012; Cheng; Pole; Sung, 2014).

Na américa central, a taxa de mortalidade por complicacdes relacionadas ao

tratamento em pacientes com LLA foi igual a 9,3%, sendo 5,4% no durante a indugao
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(data limite considerada foi D42). Nesse estudo, ao contrario do que se observa em
paises desenvolvidos e no Brasil, ndo houve reducdo na mortalidade indutoria nos
grupos de pacientes tratados mais recentemente. (Gupta et al, 2011). Na China, a
avaliacdo dos 6bitos em criangas com LLA B identificou que 34,61% das mortes foram
relacionadas ao tratamento e que a maioria desses 0Obitos (55%) ocorreram durante o
periodo de inducao (Liu et al, 2023).

Recentemente Horn e colaboradores descreveram taxas de mortalidade
indutoria de criancas brasileiras com LLA iguais a 3,1% entre pacientes tratados no
periodo de 1997 e 2007 e 2,4% quando avaliadas pacientes tratados de 2008 a 2018
(Horn et al, 2024).

Apesar de inferiores quando comparadas aos numeros dos paises em
desenvolvimento (Arora, Arora, 2016; Ramadhan et al, 2023), nossas taxas de
mortalidade indutéria e relacionadas ao tratamento se mostraram superiores as
descritas em paises desenvolvidos. Até o presente momento, nossos dados sinalizam
para uma aparente reducdo nas taxas de mortalidade indutdria e mortalidade

relacionada ao tratamento apdés a introducao do protocolo GBTLI 2021.

Nos ultimos cinco anos, diversas medidas foram adotadas com o intuito de
reduzir as taxas de mortalidade relacionadas ao tratamento de criancas com cancer
em tratamento no Hospital da Crianca de Brasilia: a) Os pacientes em tratamento séao
orientados a manterem domicilio em localidades cujo deslocamento ao hospital ndo
ultrapasse uma hora (caso necessario, sdo alojados em uma casa de apoio), b)
possuem livre acesso ao atendimento hospitalar em caso de intercorréncias, c) 0
servico de oncologia do HCB adota protocolos para manejo de infeccao e sepse, com
monitoramento sobre o cumprimento dos protocolos, d) criangas com neutropenia
severa sao internadas em leitos de isolamento, e€) a unidade de terapia intensiva fica
localizada ao lado da unidade de oncologia, f) ndo ha escassez de vaga em casos de
urgéncia, e g) ndo existe escassez de antimicrobianos. Apesar da importante melhoria

nos cuidados de suporte, as taxas de mortalidade permanecem acima do esperado.

Alguns questionamentos e observacdes surgem a partir dos nossos dados:
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1. Qual o ponto de corte ideal para definicdo de taxa de mortalidade indutéria
ou precoce entre paciente tratados pelo protocolo BFM? Apesar de o limite de tempo
para definicdo de mortalidade indutoria ser de 4 a 5 semanas, observamos em nossa

amostra que foi no més subsequente que ocorreram a grande maioria das mortes.

2. As maiores taxas de mortalidade decorrentes de toxicidade do tratamento
podem ser secundarias a diferencas bioldgicas e genéticas da populacao brasileira (e

de outros paises em desenvolvimento)?

Atualmente a caracterizacao biologica de criangas com LLA B esta direcionada
para identificagdo de fatores associados a leucemogénese e a sobrevivéncia das
células leucémicas, entretanto, possiveis diferencas associadas a sensibilidade
individual (e populacional) aos efeitos do tratamento podem ser responsaveis pelas

maiores taxas de mortalidade relacionadas ao tratamento e devem ser consideradas.

5.2 AVALIACAO DE SOBREVIDA

Embora nos paises desenvolvidos, as taxas de sobrevida de criancas com LLA
B ultrapassem 90% (Estados Unidos, Canada, Reino Unido, Bélgica, Dinamarca,
Alemanha, Suica e Holanda), sabe-se que 0s numeros em outras localidades do
mundo, especialmente em paises em desenvolvimento, s&o menos expressivos. Nos
paises da américa latina, as taxas de SG estdo entre 60 e 70%. (ALLEMANI et al,
2015). No municipio de Sao Paulo, a taxa de sobrevida global de 1160 casos de LLA
no periodo de 1997 a 2013 foi inferior a 70% (67,36%) (Silva; Latorre, 2020) e no Rio
de Janeiro as taxas SG e SLE de 410 pacientes tratados pelo protocolo BFM entre
2008 e 2018 foram iguais a 71% e 62%, respectivamente (Horn et al, 2024).

A SG dos pacientes incluidos no protocolo ALLIC 2002 foi igual a 82%, e a SLE
igual a 74% (STARY et al, 2014). Na Polbnia as taxas de SG e SLE de pacientes
tratados pelo protocolo ALLIC 2009 foram iguais a 87% e 84% respectivamente
(zawitkowska et al., 2022).

Em Recife, as taxas de SG e SLE para os pacientes estratificados como muito
baixo risco e tratados pelo protocolo RELLA foram superiores a 90% (96% e 92%

respectivamente) (Pedrosa et al., 2020).
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Ainda que inferior as descritas nos paises desenvolvidos, a SG observada no

nosso grupo foi superior aos numeros observados na populacdo brasileira e nos

paises em desenvolvimento. Um achado muito positivo do nosso estudo foi o

incremento da sobrevida em quase 10% quando comparamos com 0S registros

internos dos casos tratados de 1999 a 2018 (371 pacientes) (dados internos nao

publicados gentilmente fornecidos por Dra Lucélia Melgares).

Importante ressaltar que poucas mudancas em relacdo aos protocolos de

tratamento e medicamentos quimioterapicos adotados ocorreram entre esses dois

diferentes periodos analisados em nossa instituicdo. A melhora significativa na

qualidade da assisténcia, deve ser atribuida a uma série de fatores.

a)

b)

c)

d)

g)

A construcdo de um hospital pediatrico préprio (2011) — Ambulatério e
internacdes eletivas

Inauguracdo do bloco 2 do Hospital da Crianca de Brasilia (2018) —
Internagdes eletivas e de urgéncia

Instalacdo de Unidade de Terapia Intensiva (UTI) no HCB (janeiro de 2019)
— Maior disponibilidade de leito e proximidade entre a UTIl da enfermaria
oncoldgica (menor tempo para Socorro).

Maior disponibilidade de recursos (antibiéticos e terapia de suporte). Com a
inauguracao do novo hospital, o servico de Oncologia Pediatrica passou a ter
uma gestdo descentralizada, o que permitiu melhor alocacéo de recursos e
menor tempo dispendido para a aquisi¢do de insumos necessarios.

A partir de julho de 2018: Padronizagdo do protocolo BFM ALLIC 2009
adaptado com maior monitoramento dos pacientes (julho de 2018),
Instalacdo de Laboratorio de Pesquisa Translacional em setembro de 2014,
possibilitando a realizagdo de imunofenotipagem por citometria de fluxo e
testes moleculares para o diagnostico de LLA B;

Introducéo da pesquisa de DRM por citometria de fluxo para avaliacdo de

resposta e monitoramento dos pacientes (julho de 2018)

A avaliacdo das taxas de SLE é comprometida pelo fato de que apenas metade

da populacéo do estudo tem mais de 36 meses de seguimento.
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Considerando que a grande maioria dos 6bitos esta relacionada a toxicidade
do tratamento e ocorre no periodo de QT intensiva (primeiros 8 meses de tratamento)
e que o grupo analisado ja € seguido por mais de 12 meses, ndo sdo esperadas
grandes mudangas nas taxas de sobrevida global com maior tempo de seguimento
dos pacientes.

5.2.1 Curvas de Sobrevida de Acordo com Classificacdo de Risco

Quando analisamos as curvas de sobrevida considerando as estratificagdes de
risco ao final da inducdo, observamos em ha uma melhora da sobrevida dos trés
subgrupos (baixo, intermediario e alto risco) quando comparados as taxas sobrevida
apresentada pelos grupos de risco classificados no momento do diagndstico. Esse
achado demonstra que a classificacdo de risco baseada nos valores de DRM é mais
acurada e possibilita identificar com mais exatiddao quais pacientes podem ser
seguramente beneficiados com reducao da intensidade do tratamento quimioterapico
(baixo risco) e em qual grupo de pacientes, justifica-se manter tratamento intensivo e
até mesmo aumentar a intensidade da quimioterapia (Verbeek, Van Der Velden,
2024).

Um achado importante foi o fato de nao ter havido 6bito no grupo de pacientes
considerados como baixo risco ao fim da inducgdo. Isso pode ser atribuido tanto a uma

menor toxicidade secundaria a um tratamento menos intensivo, como a melhor

condicdo clinica do paciente.

As taxas de sobrevida dos diferentes grupos de risco do nosso estudo foram
semelhantes as taxas encontradas em estudo recente com 410 pacientes tratados
com protocolo BFM adaptado. Encontramos taxas de SG iguais a 100%, 80% e 56%
para pacientes classificados como baixo risco, risco intermediario e alto risco,
respectivamente. Horn et al avaliaram pacientes tratados entre 2008 e 2018 e
descreveram taxas de sobrevida global iguais a 93%, 75% e 64%, respectivamente,
para pacientes classificados como baixo risco, risco intermediério e alto risco (Horn et
al, 2024).
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5.2.2 Curvas de Sobrevida de Acordo com os valores de DRM

Analisando as taxas de SG e SLE dos pacientes divididos em grupos de acordo
com os valores de DRM nos D15, D33 e D78, observamos uma clara associacao entre
menores valores de DRM e melhores taxas de sobrevida. Essa associagcao se mostrou
estatisticamente significativa nas avaliagdes do D33 (p=0,002) e do D78 (p=0,01 teste
Gehan Breslaw Wilcoxon). Atualmente os valores de DRM sdo considerados 0s
principais marcadores de significado prognoéstico em pacientes com LLA e nossos

achados corroboram esse fundamento.

Um achado interessante foi a forte associacao entre os valores da DRM do D33
e as curvas de sobrevida. O protocolo ALL IC BFM 2009 néo preconiza a afericdo da
DRM nesse momento (Zawitkowska et al., 2022; Horn et al, 2024), e a incluséo desse
ponto de avaliacdo foi uma das modificacbes realizadas pelo grupo de nossa

instituicao.

5.3 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DA LLA B E AVALIACAO DE
FREQUENCIA DE ALTERACOES BIOLOGICAS

De uma maneira global, as frequéncias encontradas das alteracoes
pesquisadas, bem como o comportamento clinico dos subtipos identificados parecem
similares aos descritos em pacientes com LLA B de outros lugares do mundo (Zhang;
Habeebu; Li, 2022; Migita et al, 2023; Pieters; Mullinghan; Hunger, 2023; He et al,
2024).

Uma observacao importante no nosso estudo foi a dificuldade de classificar os
pacientes quando ha associacao de diferentes marcadores biol6gicos e moleculares.
Em algumas situacdes, como nos casos de sobreposicao de alteracdes citogenéticas
e rearranjos moleculares, ja estd bem estabelecido que o tratamento deve ser
direcionado baseado nas alteracdes genéticas “drivers” com significado progndstico
conhecido como BCR::ABL1, TCF3::PBX1, ETV6::RUNX1 e rKMT2A e com o status
da DRM (PUI et al, 2019). Entretanto, no que se refere a sobreposi¢cao de rearranjos
recorrentes e alteragOes citogenéticas com as alteracbes nos genes PAX5, ERG,
FLT3, IKZF1 e CRLF2 ainda ndo estd bem definido como deve ser realizada a

classificagao das LLA B. Como a pesquisa das altera¢gdes acima citadas muitas vezes
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€ restrita aos pacientes que ndo apresentam alteracdes citogenéticas ou rearranjos
recorrentes (LLA B “others”) (Malard et al, 2020; Migita et al, 2023), embora possa

existir, a sobreposicéo de alteracdes biologicas ndo costuma ser evidenciada.

Semelhante ao que acontece em relacdo ao diagndstico da LLA Ph like (Tran;
Tasian, 2022), observamos que a classificacdo da LLA B em determinados subtipos
biolégicos ndo é um processo uniforme e linear e concluimos que a caracterizacao
biolégica necessita ser padronizada para melhor comparagédo entre os achados de
diferentes grupos e centros de tratamento.

As ferramentas diagnésticas atuais possibilitam a descricdo de alteracdes
secundéarias e abre possibilidade para entendimento de um pano de fundo molecular
anteriormente desconhecido, principalmente, pelo uso de métodos direcionados as
lesGes moleculares ja conhecidas. Dessa forma, outros drivers surgem com valor
progndstico que contribuem para refinamento da estratificacéo de risco. O processo
oncogénico € multifatorial e assim deve ser de fato considerado. Cairé por terra o valor
atribuido a uma unica alteracdo genética. Logo, todos os hits moleculares, clinicos e
citogenéticos devem ser colocados em uma balanca para que o somatdério das forcas

reflita de fato a evolucdo de cada caso.

5.4 MARCADORES BIOLOGICOS NA LLA B: IMPACTO SOBRE PROGNOSTICO
E EVOLUCAO

5.4.1 Aneuploidias

Hipodiploidia

Hipodiploidia, encontrada em 2 a 3% dos pacientes com LLA B, é um fator de
mau prognostico e as taxas de sobrevida dos pacientes com essa alteragdo séo de
aproximadamente 70%. Tradicionalmente, o transplante de medula 6ssea era o
tratamento de escolha para pacientes com LLA associada a hipodiploidia. Estudos
multicéntricos recentes demonstraram que 0s pacientes com hipodiploidia que tem
DRM negativa apos o tratamento de inducéo ndo sao beneficiados com a realizagéo
de transplante (Mcneer et al., 2019; Pui et al., 2019; Inaba;Pui, 2021; He et al., 2024).
Curiosamente, pacientes com hipodiploidia apresentam sensibilidade a inibidores de

BCL2, como o Venetoclax, e estudos pré-clinicos estdo em andamento para avaliar o
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uso desses medicamentos nesse grupo de pacientes (Diaz-Flores et al, 2019)
(Mullinghan, 2022).

Existem dois principais subtipos que apresentam perfis de expressao génica e
alteracdes genéticas distintas e que sdo associados com prognostico desfavoravel:
quase haploidia (24 a 31 cromossomos) e baixa hipodiploidia (com 32 a 39
cromossomos). Os casos com alta hipodiploidia sdo heterogéneos entre si e ndo sao

considerados com uma entidade distinta (Mullinghan, 2019).

A baixa hipodiploidia € mais comum em adultos e quando encontrado em
criangas, na maioria dos casos estd associada a mutacdo germinativa no gene TP53.
Identificamos baixa hipodiploidia em 5 (3,2%) dos pacientes, sendo isolada em apenas
1 paciente (0,64%), semelhante ao que é descrito na literatura (0,5%) (Comeaux;
Mullighan, 2016). Diferente do esperado, realizamos a pesquisa da mutacdo no TP53
nos 5 pacientes com baixa hipodiploidia e ndo identificamos a mutagdo em nenhum

caso.

Ainda de forma divergente ao que € descrito, ndo identificamos associacdo entre

a presenca de baixa hipodiploidia e evolucédo desfavoravel.

Nossos achados consolidam a importancia da avaliacdo da DRM como fator
progndéstico e suportam a recomendacéo de tratamento exclusivo com quimioterapia
convencional para os pacientes com hipodiploidia que apresentam valores de DRM
negativos ao fim da inducéo (Inaba; Pui, 2021; He et al., 2024).

Alta Hiperdiploidia

Semelhante ao descrito na literatura, a alta hiperdiploidia foi a alteracéo
genética mais comum na nossa populagédo de estudo (Inaba; Pui, 2021) e apesar de
nao termos encontrado significado estatistico (possivelmente em decorréncia do
namero amostral), as curvas de sobrevida apontam para a tendéncia de uma melhor

evolucao dos pacientes com essa alteracdo genética.

Existem evidéncias de que ndo apenas a contagem do numero de
cromossomos, mas também as alteracbes numéricas de cromossomos especificos
sdo os fatores associados ao melhor prognéstico de pacientes om LLA B e

hiperdiploidia (Heerema et al, 2000; Moorman et al, 2003; Maloney et al, 2020;). Em
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2021, o grupo do Reino Unido (UKALL) propss a subclassificacdo dos pacientes com
LLA B com alta hiperdiploidia em baixo e risco e alto risco, baseados na identificacao
de alteracbes numéricas de quatro cromossomos especificos (5, 17, 18 e 20) e
demonstraram que 80% dos casos de alta hiperdiploidia sao classificados como “alta
hiperdiploidia de baixo risco” e que esses pacientes apresentam melhor evolucao
guando comparados aos demais pacientes com alta hiperdiploidia (SG 96% X 86%,
p=0,001) (Enshaei et al, 2021).

Na nossa amostra, foi possivel estabelecer a subclassificacdo da alta
hiperdiploidia em 23 pacientes, 78% dos quais preencheram critérios para alta
hiperdiploidia de baixo risco. Nao encontramos diferenca estatistica entre as taxas de
recidiva dos pacientes com alta hiperdiploidia de baixo risco quando comparadas aos
demais pacientes (5,5% X 20%, p=0,39), mas o numero amostral pode ter limitado

essa avaliacao.

Foi possivel detalhamento do exame citogenético em dois dos trés pacientes
gue recidivaram e em ambos o0s casos foi identificada a trissomia do cromossomo 20,
chamando a atencdo para o papel desse cromossomo como determinante de ma

evolucdo entre pacientes com hiperdiploidia.

Nossos achados reforcam a importancia de uma caracterizagdo genética mais
refinada para a predicéo de risco e direcionamento do tratamento de pacientes com
LLA B.

iIAMP21

A frequéncia de iIAMP21 no grupo estudado foi superior ao que € relatado na
literatura, mas se considerarmos a presenca da iIAMP21 de forma isolada (1,9%), a
frequéncia em nossa populacdo se assemelha em relacdo ao descrito por outros
grupos (1 a 2%) (Heerema et al, 2013; Harisson et al, 2024; Harrison, 2015; He et al,
2024).

Existem raros relatos de associagdo entre iIAMP21 e alta hiperdiploidia,
BCR::ABL1 ou ETV6::RUNX1. Nos chamou a aten¢ao o fato de que na nossa amostra
em 2/3 dos pacientes a iIAMP21 ocorreu associada com ETV6::RUNX1,
correspondendo a 3,5% dos casos em gque a pesquisa de iIAMP21 foi realizada. Essa
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associacao foi descrita em 0,5% (3/528) pacientes com LLA (Haltrich et al, 2013;
Harrison et al, 2015) e néo foi descrita em nenhum de 2465 pacientes do grupo COG
e 1200 pacientes do grupo UKALL entre fevereiro de 1978 e dezembro de 2011
(Harrison et al, 2014). E possivel que a diferenca dos nossos achados com os da
literatura seja decorrente do fato de que a pesquisa de iIAMP21 néo era feita de forma
rotineira, especialmente entre pacientes em que alteracdes recorrentes ja haviam sido

identificadas. De qualquer maneira, esse é um dado que deve ser explorado.

Pacientes com iAMP21 apresentam um espectro de alteracBes genéticas
secundarias que provavelmente contribuem para a progressao da doenca e podem
ser utilizadas para o refinamento do diagndstico. Entre elas estdo o ganho do
cromossomo X, 10 ou 14, perda ou delecéo do cromossomo 7, dele¢cdes do ETV6 ou
RB1 e inativagdo do SH2B2 (Harrison, 2015; Jiasen, 2024). Observamos dele¢des do

ETV6 em 3 criancas e em uma delas, havia também delecdo do RB1.

Divergente do descrito na literatura, que relaciona a iIAMP21 com progndstico
intermediério (Inaba; Pui, 2021; Lejman et al, 2022), na hossa amostra, pacientes com
iIAMP21 apresentaram excelente evolucdo. E possivel que a maior intensidade do
tratamento com a utilizacdo do protocolo BFM tenha anulado um possivel impacto

negativo da presenca da iAMP21.

5.4.2 Rearranjos recorrentes em LLA

ETV6::RUNX1

O rearranjo ETV6::RUNX1, é a translocacdo recorrente mais comum em
criancas com LLA B, sendo encontrado em 17 a 25% dos casos. Existe uma variacao
na frequéncia desse achado entre diferentes paises do mundo, oscilando de 6% na
India, 18,2% na China 25,9% na Italia, 27% na Franca e 34,9% no Iran. Alguns estudos
relatam uma menor prevaléncia desse rearranjo entre pacientes Mexicanos (6,9-
24,9%) e hispanicos quando comparados a caucasianos e outras etnias e atribuem
essa diferenca as diferencas genéticas decorrentes da miscigenacao entre europeus
e americanos nativos (Kaczmarska et al, 2023). Na nossa amostra, o ETV6::RUNX foi

identificado em aproximadamente um quarto dos pacientes.
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A translocacao t(12;21) (como descrita anteriormente) foi uma das primeiras
alteracdes genéticas em LLA B associadas com prognéstico favoravel. As taxas de
SLE séo superiores as taxas encontradas em outros subtipos de LLA B e variam de
80% a 98% (Wang; Zeng; Zhang, 2018; Jeha et al, 2021; Kaczmarska et al, 2023).
Geralmente pacientes com esse rearranjo apresentam maior propor¢cao de pacientes
estratificados como baixo risco e menores valores de DRM ao fim da inducédo. Em
estudo com 598 pacientes com LLA tratados pelo protocolo Total XVI, entre os 128
(21,4%) pacientes com ETV6::RUNX1, 86,7% foram estratificados como baixo risco e
91% apresentou DRM < 0,01% ao fim da indug&o (Jeha et al, 2021).

Entre os nossos pacientes com ETV6::RUNX1, observamos uma tendéncia
para maior classificagdo em grupos de risco intermediario e de alto risco. Na nossa
amostra, apenas 28,9% (11/38) dos pacientes com ETV6::RUNX1 apresentaram
valores de DRM no D15 inferiores a 0,01%, enquanto no grupo americano, O
percentual de pacientes com ETV6::RUNX1 e DRM do D15 < 0,01% foi igual a 50%
(Jeha et al, 2021). O “clearance” mais lento das células leucémicas em nossa
populacdo pode ser explicado pela presenca de alteracdes secundarias associadas,
caracteristicas genéticas relacionadas a etnia ou fatores associados a execucao e

cumprimento do tratamento.

Apesar da aparente diferenca em relacdo a estratificacdo de risco, na nossa
populacao esse foi o subtipo de LLA B que apresentou maiores taxas de sobrevida
(SG: 91,5% e SLE: 79,6%).

Diversos fatores impedem uma comparacéo direta entre nossos achados e os
descritos por Jeha et al,: a) os diferentes critérios adotados para estratificacdo de
risco, b) as diferencas no tratamento e ¢) o nimero de nossa amostra. De qualquer
maneira, nossos dados séo indicios de que outros fatores associados ao rearranjo
ETV6::RUNX1 podem interferir no comportamento da leucemia e que devem ser

melhor estudados.

Um exemplo disso € o fato de que as taxas de recaida podem chegar a 20%
em alguns estudos (Jeha et al, 2021), sugerindo que o rearranjo por si s6 ndo seja o

responsavel pelo prognostico favoravel e que se faz necessario uma melhor
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compreensao das alteracdes genéticas secundarias associadas (Loh et al, 2006; Li et
al, 2021; Kaczmarska et al, 2023).

TCE3::PBX1

Identificamos o rearranjo TCF3::PBX1 em 5,8% (9) dos nossos pacientes.
Presente em 2 a 6% dos casos de LLA, essa alteracdo recorrente em LLA B por muito
tempo foi associada com pior evolucao clinica e maior probabilidade de recidiva no
SNC (Hunger; Mullighan, 2015). Com a intensificacdo do tratamento quimioterapico
e a adocao de tratamento direcionado para a profilaxia e tratamento da LLA no SNC,
a presenca dessa mutacdo ndo é mais valorizada como indicativo de pior evolugéo
(Kato et al, 2017; Inaba; Pui, 2021).

O rearranjo TCF3::PBX1 foi encontrado em 2,8% (17/598) de pacientes
envolvidos no estudo total XVI, sendo 82,4% classificados com risco intermediario.
Nesse estudo 2 pacientes mantiveram DRM positiva ao fim da inducdo e ambos foram
a Obito por complicacdes relacionados ao transplante. (DRM negativa em 88%). Um
paciente, que havia apresentado DRM negativa ao fim da inducdo, apresentou
recidiva (Jeha et al, 2021). Na Singapura, 5% (19/380) dos pacientes com LLA B
apresentavam TCF3::PBX1, e a DRM foi negativa ao fim da inducdo em 58% dos
casos (Lee et al, 2021). No Brasil, estudo realizado no com 695 pacientes com LLA
tratados em quatro instituices no Rio de Janeiro, identificou o rearranjo TCF3::PBX1
em 2,4% (14/564) dos casos de LLA B. Nesse estudo, as taxas de sobrevida global
em 5 anos de duas coortes consecutivas foram iguais 50% (pacientes tratados entre
1997 a 2007) e 47% (2008-2018) (Horn et al, 2024).

Na nossa amostra, assim como descrito em alguns estudos mais recentes
(Kato et al, 2017), a presenca do TCF3::PBX1 nao interferiu negativamente na
evolugéo dos pacientes. Com tempo de seguimento que varia de 14 a 65 meses, a
taxas de SG e SLE foram elevadas (89% e 76%) e chegam a ser comparaveis as
taxas apresentadas pelos subgrupos de bom progndstico na LLA B (hiperdiploidia e
ETV6::RUNX1).
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BCR::ABL1

A LLA Ph + ocorre em 2 a 3% dos pacientes com LLA B, é um protétipo de
alteracdo molecular como determinante da leucemogénese e da agressividade da
doenca e dos beneficios proporcionados pelo uso de terapia alvo em pacientes com

neoplasias malignas (Slayton et al, 2020).

A associacao dos inibidores de tirosina quinase (imatinibe) ao protocolo de
quimioterapia intensiva para pacientes com LLA Ph+ possibilitou incremento das taxas
de sobrevida e se tornou parte do tratamento de primeira linha. Os resultados do
estudo COG AALLO031 demonstraram que a combinacao de TKI com a quimioterapia
convencional dobrou as taxas de SG de doenca, que atualmente chegam a 70%.
(Schultz et al, 2014). Estudo realizado no Brasil demonstrou uma marcante mudanca
nas taxas de SG dos pacientes com BCR::ABL1 de 12% (de 1997 a 2007, antes da
era dos inibidores de tirosina quinase) para 68% (de 2008 a 2018) (Horn et al, 2024).

A ocorréncia do rearranjo BCR::ABL1 (no nosso grupo de estudo) foi
semelhante ao descrito na literatura: 2,8% entre 5060 pacientes tratados pelo BFM
2002 (Stary et al, 2013); 2% em Singapura (Lee et al, 2021), 2% nos EUA (Jeha et al,
2021). Dados recentes em populacéo brasileira descrevem 5% de LLA Ph+ entre os
casos de LLA B (Horn et al, 2024).

O tratamento adotado para LLA Ph+ se mostrou eficaz para o controle da
leucemia, uma vez que, exceto por uma morte durante a inducéo (cuja da DRM do
D15 eraigual a 0,03%), todos os pacientes com LLA Ph+ entraram em remissdo com

DRM negativa ao fim da inducéo.

A sobrevida global da nossa coorte foi inferior as taxas de sobrevida descritas
em pacientes com LLA Ph+: 69% no Brasil (pacientes tratados pelo BFM de 2008 a
2018 no Rio de Janeiro — antes de 1997 a 2007 era 12%) (Horn et al, 2024), 75% na
Singapura (Lee et al, 2021). Esse fato chama a atencéo para a toxicidade provocada
pela intensidade do tratamento, causa de 6bito de dois dos quatro pacientes com LLA
Ph+.
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Rearranjos do KMT2A

Rearranjos no KMT2A estéo presentes em aproximadamente 5% das LLA B
em criangas com mais de 1 ano e em 75% dos casos de LLA B até 12 meses de idade
(Brown; Pieters; Biondi, 2019). O gene KMT2A, pode ser rearranjado com mais de 80,
parceiros, sendo o KMT2A::AFF1, resultante da t(4;11), a alteracdo mais comum.
Essa mutacao esta presente em cerca de 1 % dos casos de LLA B em maiores de 1
ano (Zawitkowska et al., 2022; Wen et al., 2022).

Rearranjos no KMT2A estdo associados a uma ma evolucdo em pacientes com
LLA B e menos de 1 anos de idade. Em criangas com mais de um ano, o impacto
negativo sobre a evolugédo é menos significativo. (Inaba; Pui, 2021; Wen et al., 2022).
As taxas de sobrevida de pacientes com rearranjos de KMT2A variam entre 50 a 60%
(Stary et al, 2013; Lee et al, 2021 Horn et al, 2024)

No nosso estudo, dois pacientes (1,3%) apresentaram rearranjos no gene
KMT2A e ambos os casos tiveram apresentacao clinica inicial tipicas de doenca
agressiva: idade superior a 10 anos, leucometria acima de 100.000 ao diagndstico e
cariétipo com baixa hiperdiploidia. Os pacientes receberam tratamento para o grupo
de alto risco (protocolo BFM ALLIC 2009 adaptado).

5.4.3 LLA Ph like P2RY8::CRLF2

Rearranjos no gene CRLF2 sdo os achados mais comuns em pacientes com
LLA Ph like, encontrados em 50 a 60% dos pacientes com esse subtipo de LLA
(Roberts et al, 2014). Em geral os rearranjos ocorrem ou com o IGH (uma regido
intensificadora de cadeia pesada de imunoglobulinas) ou com uma delecéo focal que

resulta na expresséo do transcrito de fusdo P2RY8-CRLF2 (Maese et al, 2017).

Maior idade ao diagndstico, comportamento agressivo e menores taxas de
sobrevida sao caracteristicas das LLA Ph like. Em estudo realizado na China, a fusédo
P2RY8::CRLF2 foi encontrada em 10% dos casos de LLA B (27/271) e foi fator
independente de mau prognostico (Dou et al, 2017).

Encontramos o rearranjo P2RY8::CRLF2 em 4,7% dos casos (7/150) e, ao
contrario do que é descrito na literatura tanto em relagéo a LLA Ph like (Harvey;Tasian,

2022), como quando avaliada a fusdo P2RY8::CRLF2 isoladamente (Dou et al, 2017),
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nao encontramos associacdo entre a presenca de P2RY8::CRLF2 com idade ou
outros indicadores de mau prognostico. Essa avaliacdo deve ser ampliada para que
possamos determinar se a diferenca no comportamento nas LLA com P2RY8::CRLF2
observada em nossos pacientes (que tiveram boa evolugéo) reflete uma caracteristica
da nossa amostra ou se € resultado de viés provocado pelo nimero reduzido de

pacientes.

5.4.4 Alteragdes no IKZF1

Alteragdes no IKZF1 s&o observadas em 9,4% a 15,9% dos pacientes com LLA
B e nos ultimos 10 anos, diversos estudos apontam para a importancia de delecdes
no gene IKZF1 como potencial marcador de alto risco de recidiva. A presenca de
delecbes no IKZF1 é associada com idade mais avancada ao diagnostico, maior
contagem de leucdcitos e maior nivel de DRM apo6s a indugdo a consolidacéo.
(Stanulla; Cave; Moorman, 2020). As alteractes no IKZF1 sdo mais prevalentes em
subgrupos especificos de LLA B, como nas LLA B Ph+ (66%) (Van Der Veer et al.,
2014), entre pacientes de alto risco ou com doenca recidivada (33%) (Mullighan et
al., 2009), e em criangas com Sd de Down (Buitenkamp et al., 2012).

Atualmente, o papel do subtipo IKZF1PUs como fator independente de mau
prognostico é bem consolidado e tem sido proposta a inclusdo da deteccdo de
alteracdes do IKZF1 (através do MLPA) e combinacao dessas alteragcdes com a DRM

D15 para a estratificacdo de risco na LLA B (Lui et al, 2024).

No Brasil, Moreira e colaboradores avaliaram 100 pacientes com LLA B (sendo
3 deles Ph +) para a identificacdo das isoformas 1k6 e Ik10, nas quais a funcédo da
proteina IKAROS é comprometida devido a perda dois ou mais dominios de pontes
de zinco, através de metodologia simplificada e de baixo custo (baseada em RT-PCR).
A presenca das isoformas Ik6 e 1k10 foi associada com menores taxas de SG (86,3 +
5,2%vs. 16,7 + 15,2%, P <0,0001) e SLE (81,5 +5,8% vs. 16,7% + 15,2% P = 0,002)
e maior risco de mortalidade (Moreira et al, 2019).

Através do MLPA observamos diferentes tipos de dele¢cdes no IKZF1, sendo a
delecdo completa e delecdo A4-7 as alteracdes mais comuns. Nos chamou a atencéo
o fato de que entre os pacientes com IKZF1Ps houve maior diversidade de delecdes

no IKZF1 (pelo menos 5 variagbes) e que nos pacientes com dellKZF1 identificamos
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apenas a delecdo completa e a delecdo A4-7. Esses achados serdo explorados em

um momento futuro.

Corroborando com o que tem sido descrito (Stanulla et al., 2018; Lui et al,
2024), as delecbes isoladas no IKZF1 ndo apresentaram influéncia sobre prognéstico
ao passo que o subtipo IKZF1r'us foi associado a pior evolugcdo, menores taxas de SG
e SLE e maiores chances de recidiva.

5.4.5 Alteracdes no PAX5

Alteragdes no PAX5 séo identificadas em 16 a 33% dos pacientes com LLA B
(Mullighan et al., 2007; Familiades et al., 2009; Gu et al., 2019; Song, Fang, Mi, 2022;
Crepinsek et al, 2024). Quando excluidos os casos associados ao subtipo IKZF1Plus,
a frequéncia de alteracdo no PAX5 varia de 7-10% (Jung et al, 2020; Ge et al; 2019;
Li et al, 2018). No Brasil, Migita e colaboradores, avaliando pacientes 144 pacientes
com LLA B classificada como “B-others”, ou seja, pacientes que ndo apresentavam
rearranjos ETV6::RUNX1; TCF3::PBX1; BCR::ABL1, TCF3::HLF, alta-hiperdiploidia
ou hipodiploidia, encontraram 13 casos de alteracées no PAX5 (9%) e 5 (3,5%) casos
do subtipo PAX5 P80R (Migita et al, 2023). Em estudo realizado com 99 pacientes
com LLA B na Slovénia, dele¢des no PAX5 foram encontradas em 7,1% de todos 0s

casos e em 29,1% dos casos de LLA “b-others” (Crepinsek et al, 2024).

As frequéncias encontradas em relacdo as alteracdes do PAX5 na nossa
populacao de estudo séo semelhantes ao descrito na literatura. Quando comparados
ao estudo brasileiro (Migita et al, 2023), nossos dados revelam uma maior frequéncia
de alteracdes no PAX5 entre os pacientes “B-others”, mas importante ressaltar que
foram utilizadas técnicas distintas para a avaliacdo (nés utilizamos MLPA e Migita
usou NGS).

Li e colaboradores, no estudo MS2003/2010, demonstraram que a presenca de
delecdes no IKZF1 apresenta efeito adverso de no grupo de pacientes com altPAX5
(Li at al, 2021). Consistentes com esses achados, os valores de DRM no D33
(pacientes tratados pelo BFM ALLIC 2009) foram maiores no grupo de pacientes com
altPAX5 e IKZF1PUs, Também observamos que a presenca de delecdo no PAX5

(associada ou ndo ao IKZF1PUs) interferiu negativamente nas curvas de sobrevida
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global e sobrevida livre de evento. Esses dados reforcam que as alteragdes no PAX5
caracterizam um subtipo de LLA B com evolucéo intermediaria (Jung et al., 2020;
Crepinsek et al, 2024).

5.4.6 Alteracdes no ERG

Encontramos alteracdes no ERG em 8% das LLA B e em 13,5% dos casos b-
others. Em outro estudo brasileiro, delecbes no ERG, avaliada pelo MLPA, foram
encontradas em 11,1% (16/144) dos pacientes com LLA B classificada como “B-
others” (Migita et al, 2023).

Conforme o que é descrito na literatura, observamos associagdo entre
alteracdes no gene ERG e maior idade ao diagnéstico e com uma maior frequéncia
de delecdo no IKZF1 (4/9, 44%) (Clappier et al., 2014) e identificamos que os
pacientes com alteracfes no ERG associadas as delecdes do IKZF1 e dele¢bes no
CDKNZ2A/B (com ou sem delecdo no PAX5), apresentaram boa evolugéao (Zhang et
al., 2016).

Embora todos os pacientes com delecdo do ERG tenham apresentado DRM
negativa ao fim da inducéo e taxas de SG e SLE semelhantes as taxas dos demais
pacientes, os valores de DRM desses pacientes aferidos no meio da inducéo (D15 ou
D19) foi superior quando comparados aos dos demais pacientes (p=0,051). Esse
achado pode ser um indicio de que pacientes com delecdo do ERG demorem mais
para responder aos efeitos da quimioterapia e acreditamos que esse ponto merece
ser explorado.

5.4.7 Alteracdes no FLT3

Diferente da LMA, patologia na qual mutagbes no FLT3 sdo sabidamente
associadas a pior prognostico, e cujos pacientes sdo beneficiados com a associagao
de terapia alvo (inibidores de FLT3), existem poucos estudos relacionados ao papel
do FLT3 na LLA B. A frequéncia de alteracdes no FLT3 é relativamente baixa.
(Annesley et al, 2014; Kennedy et al, 2020)

Na nossa amostra, identificamos mutagdes no FLT3 em 5,1% dos casos, sendo
2,58% mutac¢des no dominio tirosina quinase, 1,93% de muta¢des no dominio justa-
membrana (JM-INDEL) e em 1 (0,64%) paciente encontramos associacdo de
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mutacOes FLT3-TKD e FLT3-JM-INDEL. Os nossos achados foram consistentes com
dados descritos em estudos prévios, que descrevem incidéncia de mutacdes entre 4,7
a 6,7% (Taketani et al, 2003; Elyamany et al, 2014; Barbosa et al, 2014; Zhang et al,
2019; Gutierrez-Camino et al, 2024).

N&o conseguimos estabelecer direta entre a presenca de mutacdo no FLT3 e

variaveis clinicas, laboratoriais ou com a ocorréncia de recidiva.

A observacédo de que os pacientes com mutacdes no FLT3 ndo apresentaram
alteracdes recorrentes em LLA-B como ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1, BCR::ABL1, ou
r-KMT2A nem alteragdes nos genes PAX5, ERG ou IKZF1 aliada ao achado de que
diferentes subtipos moleculares de LLA B apresentam diferentes perfis de expressao
génica do FLT3, nos levam a hipotetizar que muta¢cdes com ganho de funcdo no gene

FLT3 podem ser alteragcbes geradoras (“drivers”) na LLA B.

Maiores niveis de expressao de FLT3 tém sido descritos como comuns em
pacientes com LLA B, especialmente em subtipos especificos, como pacientes com r-
KMT2A, alta hiperdiploidia e ZNF384 (Yeoh et al, 2002; Garza-Veloz et al, 2015;
Reshmi et al, 2017; Yang et al, 2019; Gutierrez-Camino et al, 2024). No nosso estudo
nao encontramos associacao estatisticamente significativa entre os maiores niveis de
expressdo de FLT3 e alta hiperdiploidia. Essa falta de associacdo pode ser uma
especificidade de nossa populacdo, mas faz-se necesséaria a ampliacdo do tamanho

amostral para confirmar esses achados.

Em 2015 Garza-Veloz e colaboradores descreveram que niveis elevados de

FLT3 no fim da inducédo estdo associados a maiores taxas de recidiva e de mortalidade
relacionada a leucemia (Garza-Veloz et al, 2015). Curiosamente observamos que 0s
pacientes com maiores niveis de expressdo de FLT3 ao diagnostico apresentaram
menores valores de DRM no D15 ou D19 quando comparados aos demais pacientes.
Quando consideramos DRM ao fim da indugcédo, ndo observamos diferencas nos
valores de DRM entre pacientes com e sem mutag¢ao no FLT3. Considerando nossos
achados com os dados descritos por Garza-Veloz poderiamos ousar inferir que, maior
expressdo de FLT3 deveria estar relacionada a rapida resposta terapéutica (menor
DRM na primeira afericdo) e que a persisténcia de elevados niveis de expressédo apos
inducéo seriam sinal de que houve refratariedade ao tratamento instituido. Essas
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observacdes indicam a necessidade de uma melhor avaliacdo sobre o impacto

progndstico dos niveis de expressao de FLT3 entre pacientes com LLA B.

Apesar de algumas evidéncias justificarem a realizagéo de estudos pré-clinicos
com inibidores de FLT3 para tratamento de subgrupos especificos de LLA B, até o
presente momento, ndo existem dados consistentes para a recomendacao de uso de
inibidores de FLT3 como abordagem terapéutica inicial de pacientes com LLA B,

mesmo com elevada expresséo de FLT3 (Brown et al, 2021).

5.5 Perfil de marcadores bioldégicos apresentados pelos pacientes com

evolucdes clinicas distintas

A maioria dos pacientes que apresentaram recidiva haviam sido inicialmente
classificados como risco intermediario. Embora isso possa ser apenas um reflexo de
um maior percentual de pacientes com essa classificacdo, o achado alerta para a
necessidade da identificacdo de fatores que possam predizer a chance de recaida
dentro dos subgrupos em que se espera evolucéo favoravel (Hunger; Mullighan, 2015;
Jedraszek et al, 2022).

Essa foi uma das motivacfes para a exploracdo das caracteristicas clinicas e

bioldgicas apresentadas pelos pacientes que recidivaram.

Os 12 pacientes que apresentaram recidivas da LLA B exibiram pelo menos
uma das alteracdes bioldgicas pesquisadas. Nesse grupo identificamos quatro
pacientes com alteracdo tipica de prognoéstico favoravel (alta hiperdiploidia e
ETV6::RUNX1). Esses sdo 0s casos emblematicos e que certamente podem se
beneficiar da avaliagdo por NGS. Por exemplo, em um paciente com ETV6::RUNX1
foi identificado o rearranjo RUNX1::CTC1 atraveés do NGS, o que reforca a teoria de
que as alteragBes secundarias associadas sdo determinantes do prognostico de
pacientes com rearranjos recorrentes (Enshaei et al., 2013; Alpar et al., 2015;
Moorman, 2016).

Em concordancia com o descrito na literatura, a representatividade dos
pacientes com hipodiploidia e IKZF1PUs foi maior na populacdo de pacientes
recidivados (Stanulla et al, 202). Altera¢des no FLT3 também foram mais prevalentes

entre os casos de recidiva. Esta observagcdo motivou uma investigacao direcionada
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aos efeitos das alteracdes no FLT3, incluindo a avaliagéo da expressao do gene, sobre

a evolucao dos pacientes com LLA B (artigo em anexo).

Apesar dos avangos nos processos de diagndstico, tratamento e medidas de
suporte para pacientes com LLA, as taxas de sobrevida em nossa instituicdo ainda
estdo abaixo das taxas descritas nos EUA e paises europeus (Stary et al, 2014;
Allemani et al, 2015; Jeha et al, 2021; Zawitkowska et al., 2022). Durante o
desenvolvimento do estudo e, a partir da observacdo da elevada mortalidade por
toxicidade (especialmente sepse em vigéncia de neutropenia) surgiram
guestionamentos sobre fatores intrinsecos aos pacientes e nao relacionados a
condicdo social (como estado nutricional) que justifiquem essa discrepancia de
evolucao. A hipbtese é de que fatores genéticos possam estar associados a maior
sensibilidade (e consequente toxicidade) aos efeitos da quimioterapia.

Diferente do que foi observado no grupo de pacientes com recidiva, néo
identificamos nenhuma alteracao biolégica em 5 (29%) dos 17 pacientes que foram a
Obito por toxicidade, mas, apesar de curioso, esse achado ndo mostrou significancia
estatistica. Proporcionalmente, os casos BCR::ABL1 foram mais prevalentes entre os
pacientes que morreram por toxicidade, o que pode ser atribuido a maior intensidade
do tratamento com a associacdo de TKI a quimioterapia. Adicionalmente, a menor
frequéncia de casos de alta hiperdiploidia nesse grupo pode ser explicada pela menor
agressividade da leucemia e maior proporcéo de pacientes submetidos a tratamento

para baixo risco, que € menos intensivo.

A exploracao detalhada dessas subpopulacdes com evolucdo desfavoravel,
seja pela resisténcia da doenca, seja decorrente dos efeitos toxicos do tratamento,
podera revelar mecanismos biol6gicos e possiveis alvo terapéuticos (Howard et al,
2017).

5.6 Sobreposicéo de diferentes alteragdes genéticas e moleculares

A andlise gendmica de células de LLA B com metodologias como
seguenciamento de exoma, sequenciamento de genoma e ensaio de polimorfismos
de nucleotideos tem possibilitado maior elucidacdo dos mecanismos relacionados

com a leucemogénese e os achados tém ratificado as hipoteses tradicionais de que a
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génese da leucemia depende de uma sequéncia de eventos (Lejman et al, 2022). A
avaliacdo da fracdo de células neoplasicas (percentagem de células tumorais)
carregando mutacdes e alteracfes indutoras relacionadas as linhagens (ETV6, IKZF1
e PAX5) sdo elevadas, sugerindo ocorréncia precoce. Por outro lado, mutacdes de
ponto em vias sinalizadoras (KRAS, NRAS, JAK1, JAK2, FLT3) sdo geralmente
subclonais sugerindo ocorréncia de evento tardio. A verdade é que nao existe um
gatilho Unico determinante do curso da leucemia e cada vez mais identificaremos
alteracdes associadas aos marcadores progndésticos jA estabelecidos que podem
interferir na evolug&o (Mullighan, 2019; Schwab et al, 2022; Brady et al, 2022).

Observamos a sobreposicdo de marcadores biolégicos em alguns pacientes,
muitas vezes com impacto prognaostico divergente. Algumas dessas associa¢gdes nao
sdo relatadas pelo fato de que até recentemente a pesquisa de alteracdes bioldgicas
adicionais era restrita aos pacientes “B-others” (Migita et al, 2023; Schwab et al, 2022).
Além disso, em alguns subtipos de LLA B com comportamento bem estabelecido,
identificam-se um percentual de pacientes que apresentam evolugdes discrepantes
do esperado. Assim como nds observamos, estudos recentes tém sido direcionados
para a identificacdo de fatores que interferem na evolucéo prevista em determinados
tipos de LLA B (Drozak et al, 2022; Lejman et al, 2022).

Brady et al 2022, avaliaram a contribui¢cdo de eventos secundarios na evolucao
de 2288 casos de pacientes com LLA B dos pacientes (considerando SG, SLE e
positividade de DRM no final da induc¢éo). Identificaram pior evolucdo em pacientes
com IKZF1PUs em comparacdo com pacientes com delecdo no IKZF1 (SG 73,8% X
80,9%). Entre pacientes com ETV6::RUNX1, pacientes com TBL1XR1 apresentaram
pior prognostico quando comparados aos demais pacientes desse subgrupo (SG 5
anos 89%X99,6%). Outras alteracdes associadas com pior evolugdo em subtipos
especificos de LLA séo a presenca de SETD2 na hiperdiploidia (SLE 46,9% X94,9%)
e CDKN2A na LLA TCF3::PBX1 (SLE 5 anos 63,6%X92,7%).

Na nossa coorte, ndo conseguimos estabelecer se associagdo entre alteracoes
de linhagem e possiveis alteragdes “drivers” causaram impacto sobre o prognostico
dos pacientes. Exploramos o0s grupos de pacientes com hiperdiploidia de

ETV6::RUNX1 pelo fato de serem as alteragbes mais comuns, por estarem
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associadas a boa evolucdo e para melhor compreensdo sobre os mecanismos
associados a recaidas em alguns pacientes desses grupos (encontrar as “ovelhas
negras”). Avaliamos os valores de DRM dos pacientes pertencentes a esses
subgrupos que apresentavam associagdes com outras alteragdes. Nao conseguimos
identificar impacto entre as associagdes e os valores de DRM, mas acreditamos que
esses achados devem continuar sendo explorados com aumento da populacéo a ser

estudada e com a inclusdo de metodologias mais precisas (NGS).

No decorrer do nosso estudo, identificamos a necessidade de ampliacdo da
avaliacado genética e molecular para todos os pacientes, independente da presenca
alteracdo recorrente. A partir de julho de 2022 a pesquisa de MLPA foi estendida para
todos os pacientes. Este trabalho representa o inicio de um processo de padronizacéo
do diagndstico bioldgico da LLA B em nossa instituicdo e que pode ser extrapolado
para outros centros de tratamento do pais. Reconhecemos a necessidade de
trabalhos cooperativos para ampliacdo de amostras e compartihamento de
experiéncias para a melhor compreensdo da biologia e, consequentemente, manejo

dos pacientes brasileiros com LLA B.

Outro aspecto importante a ser considerado é a inclusdo da avaliacdo da
execucdo do tratamento quimioterpico (doses administradas e tempo de
administracdo, toxicidade, interrupcbes) como variavel importante que pode
influenciar sobre a evolucdo. Além disso, se faz necessario a definicdo de limites e
critérios para valorizacdo dos achados encontrados através da avaliacdo gendémica,
uma vez que a realizagdo do NGS permite a identificacdo de uma infinidade de
alteracdes com possivel significado clinico, mas que esses achados ndo podem ser
considerados como determinantes absolutos da evolucdo nem desvencilhados do
contexto clinico e até mesmo socioeconémico dos pacientes. Intensificar o tratamento
pode ter um custo e este aumento da intensidade ndo pode ser determinado por
alteracdo genética de mal progndéstico sem levar em consideracao as particularidades
inerentes ao paciente, como resposta clinica (DRM) e tolerancia ao tratamento
(especialmente no contexto do Brasil, onde a mortalidade relacionada ao tratamento

é principal causa de mortalidade entre pacientes com leucemias).
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5.7 Fluxograma para caracterizacéo biolégicada LLA B

O principal objetivo do nosso estudo foi realizar um mapeamento das
caracteristicas biolégicas da LLA B em nossa populacdo, com a incorporacdo de
novas metodologias de diagnostico, sempre pensando em sua aplicabilidade no
contexto brasileiro. A correlagdo de diferentes marcadores com a resposta ao
tratamento e evolucao clinica nos permitiram estabelecer um fluxo de diagnostico que

se justifica pelo beneficio clinico direto ao paciente.

Com a possibilidade de avaliacdo genémica através do NGS, outras alteracdes
que caracterizam novos subtipos de LLA B devem ser exploradas: rearranjo do
MEF2D, rearranjo do ZNF384, ETV6::RUNX like e rearranjos do DUX4, rearranjos
NUTML1, IKZF1 N159Y, rearranjos de IGH (Mullinglan, 2019).

Dispor de tecnologias e ferramentas para diagnostico néo justificam a utilizacao
dessas ferramentas de forma desenfreada, especialmente no contexto brasileiro em
gue a maioria dos pacientes sao tratados pelo SUS e os custos devem ser otimizados
e utilizados com responsabilidade. Em contrapartida, € importante estabelecer uma
cultura em que se compreenda que possiveis “gastos” com pesquisas e exames sao
investimentos que, em Ultima instancia, gerardo ganhos e economias. I1Sso nao
apenas considerando os beneficios imensuraveis relacionados aos cuidados com a
crianca, mas também com os custos objetivos e diretos relacionados as despesas

com tratamento de infecg¢des, intercorréncias e maior tempo de hospitalizacéo.
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6 CONCLUSOES

Embora a extrapolacao dos nossos achados para a populacao do pais dependa
de estudos mais robustos, com maior numero amostral e maior tempo de seguimento,
baseados nos achados encontrados e considerando que a populacdo atendida é
representativa da populacao brasileira, chegamos as seguintes conclusdes:

1. As caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes com idade entre
1 e 18 anos e com diagnostico de LLA B tratados no Hospital da Crianca de
Brasilia s&o semelhantes as descritas na literatura para criangas com LLA B;

2. As taxas de sobrevida Global e Sobrevida Livre de Evento dos pacientes com
LLA B tratados no HCB séo satisfatorias quando comparadas aos dados dos
pacientes em desenvolvimento, mas ainda inferiores as taxas encontradas
nos melhores centros de tratamento internacional. Observamos um
importante incremento (entre 5 e 10%) na sobrevida global quando
comparamos com nameros de nossa instituicdo ha 10 anos;

3. Mais de 80% dos casos de LLA B apresentam marcadores biol6gicos
identificados por técnicas independentes do NGS (métodos ortogonais). As
frequéncias das alteracdes genéticas e moleculares encontradas em
pacientes brasileiros com LLA B sdo semelhantes as descritas na literatura
internacional;

4. Alta hiperdiploidia e ETV6::RUNX1 sao alteracbes consolidadas como
indicadoras de melhor prognéstico e associadas as melhores taxas de
sobrevida em pacientes com LLA B; a LLA B classificada como IKZF1Plus
associa-se com pior evolugdo e menores taxas de sobrevida e alteracbes no

PAX5 estdao associadas a menor de sobrevida e maior chance de recidiva.

Conforme observamos em relacdo ao rearranjo P2RY8::CRLF2, é possivel
que o impacto progndéstico de algumas alteracdes bioldgicas seja diferente
nos pacientes com LLA B no Brasil e as razdes para essas diferencas devem

ser estudadas;

5. A maior proporcéo de pacientes com hipodiploidia, IKZF1Ps e mutacdes no

FLT3 entre os pacientes que apresentam recidiva, embora sem significado
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estatistico, apontam para necessidade de avaliacdo rigorosa e com maior
namero amostral para a confirmacao do impacto negativo dessas alteracdes
em pacientes com LLA B. Nesse contexto, destacamos as muta¢des no FLT3
pela escassez de estudos evidenciando influéncia dessas alteragdes sobre a
evolugéo de pacientes com LLA B.

A principal causa de mortalidade em pacientes com LLA B esta associada
aos efeitos toxicos do tratamento, o que se mostra evidente em pacientes
submetidos a esquemas de tratamento para alto risco, especialmente
guando associado aos inibidores de tirosina quinase, como nos casos com
LLA B Ph+.

. A presenca de marcadores biol6gicos associados a hiperdiploidia ou com
ETV6::RUNX1 ndo interferiu nas taxas de resposta ao tratamento (DRM),
entretanto, para conclusées mais precisas e avaliacdo sobre impactos nas
taxas de sobrevida, € necessario avaliagdo de um maior nUmero de pacientes

apresentando tais associacoes.

. A caracterizacao biolégica da grande maioria dos casos de LLA B pode ser
realizada através da utilizacdo de um fluxograma acessivel e cuja execucdo

é fundamentada na otimizacao dos recursos pelos métodos ortogonais.
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7 LIMITACOES

A grande variedade de subtipos biologicos e o tamanho da amostra sao fatores
limitantes do estudo, uma vez que a avaliacdo estatistica do impacto das associacdes

e das correlacdes entre as variaveis fica prejudicada.

A dificuldade de avaliacdo do impacto progndstico de alguns subtipos de LLA
B ndo é uma peculiaridade de nosso estudo. Os estudos mais recentes alertam para
a necessidade de trabalhos colaborativos para a definicdo do verdadeira interferéncia
sobre a evolucao proporcionado por algumas alteragdes, como PAX5 P80OR, IGH::ID4,
ZEB2/CEBP, rMEF2D, rNUTM1 ou IKZF1 N159 (Mullighan, 2019; Schwab et al, 2022;
Brady et al, 2022)

Outro fator limitante e possivel viés a ser considerado € o fato de que até julho
de 2022 o MLPA (alteracdes no IKZF1, PAX5, iIAMP21, ERG, entre outros genes) era
realizado apenas nos pacientes considerados “B-others” por ndo apresentarem

rearranjos recorrentes ou alteracdes citogenéticas e isso pode ser um viés de selecao.
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8 PERSPECTIVAS

Esse trabalho reflete um processo para a consolidacdo da pratica de medicina

translacional no Hospital da Crianca de Brasilia. A concepc¢ao do projeto coincidiu com

0 momento de estruturacao do laboratério de pesquisa translacional, padronizacdo da

realizacdo de DRM para monitoramento de pacientes com LLA B, adocéo do protocolo

BFM ALLIC adaptado e inauguracdo do segundo bloco do HCB (com estrutura de

internacao e UTI).

No decorrer do trabalho foram identificados muitos pontos de melhoria e

acreditamos que o processo de construcao apenas iniciou. Nossos principais objetivos

e projetos para estudos futuros incluem:

1.

Inclusdo dos aspectos relacionados ao tratamento realizado (drogas e
doses administradas, atrasos ou interrupcfes do tratamento) como
variaveis que podem ter interferir na evolugéo dos pacientes;

Identificacdo de outros subtipos de LLA B (ZNF384; ETV6::RUNX like e
alteracdes do DUX)

Avaliacdo da biologia das células leucémicas em momentos distintos do
tratamento (assim como se faz com a pesquisa de DRM);

Avaliar a presenga de co-ocorréncias entre alteracdes moleculares
recorrentes e alteracdes genéticas identificadas pelo NGS e determinar o
impacto dessas associacoes;

Inclusdo de avaliacdo genética através do NGS para pacientes
selecionados (estabelecer critérios de inclusdo e alvos a serem
pesquisados), especialmente em casos de evolucdes clinicas discrepantes
do esperado para a classificacdo de risco ou alteragdo molecular
identificada,

Avaliacdo da biologia do paciente direcionada para a maior sensibilidade
aos efeitos toxicos do tratamento;

Estabelecer cooperagdo com outros centros de tratamento oncoldgicos no
Brasil para ampliacdo das amostras a serem estudadas e do numero de

pacientes a serem beneficiados.
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Tradicionalmente se usa a expressao “da bancada para o leito” para falar sobre
a medicina translacional. O presente trabalho possibilitou ndo apenas que
transportassemos 0s conhecimentos e informagdes adquiridos no ambiente de
pesquisa para o cuidado direto com o paciente, mas também permitiu que a vida de
cada um dos pacientes, com suas nuances e peculiaridades (belezas, lutas e alegrias)
pudesse invadir o ambiente do laboratorio e motivar ainda mais os profissionais

escondidos que sao tao responsaveis pelo cuidado quanto a equipe assistencial.
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APENDICE A — BIOMARCADORES EM LLA B (QUADRO SUPLEMENTAR)

Alteracio descrita Frequéncia em Impacto Alteragoes associadas Prognostico com Observacio
parceiros LLAB prognostico A%E0CIaCH0
MA 25-30% criancas Muito bom Alteractes CREEP, FLT3
Cromossomos 10% adulios
10 a11% Pior
Cromossomos
Quase haplodia 2 a 5% criancas Murto pior Alteracoes no NFT, NRAS, KRAS Inibidores Bel2
Cromossomos FLT3, IKZF1, CREBEF, CDKNZA,
RE1 PAXS
Baixa hipodiploidia 0,5% criancas Muito pior alteragdo TP53 (90%), IKZF1, RE1,
CrOMmosSsomes 4-10% adultos COKN2A CREEBEP
Alta hipodiploidia Pior
CIOMOSS0Omos
ETVE-RUNKT 25-30% crancas Excelente Permanece bom
ETVE-RUNY like delETVE 2-3% Pior
Rearranjo com
Del EMO1, IKZF1
fusdo TCFIFLN e
FUS:ERG
BCR-ABLY 3-5% crAancas Pior Del IKZF1(80%) Uso  de ITK
25% adultos prognostico Del PAXS (50%) melhaorou
Del COKN2A (50%) prognastico
Del EEF1
EBCR-ABLT like Rearranjos ou 12% criancas Pior Alteracoes IKZF1 (70-80%)
mutacioes no Alteracoes PAX 5 (30%)
Fusdes JAKZ
Rearranjos EPOR
Del ou mutacoes
Fusdes
‘ ABL2,
C5F1R, POGFRE,
POGFRA
Alteracoes NRAS,
KRAS,  PTPNT1,
TCF3-PBX1 : 2-6% chancas Intermediario Melhor prognostico
a excelente apos fto para SHC | (Zhang,

Habeebu, Li W, 2022 ; Inaba, Pui 2021; Lejman Et Al, 2022)
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Biomarcador Alteracao descrita Fregquéncia em Impacto Alteragoes associadas Prognostico com Observagao
parceiros LLA B prognostico ASEOCiagio
TCFA-HLF t(17;19) <1% Muito pior Alteracoes no PAXS VPREET e
mutactes nos genes da via R4S
KMT2A ti{4;11) T5-30% em < 1 ano Muito pior em < Alteracoes FLT3, NF1, KRAS pior
t{9:11) 5% em criancas ano
t{11;19) Pior em =1 ano
Outras translocacies
Amplificacio 1 a 2% criancas Pior Ganho do Cr X
rara em adultos del Cr 7, del ETVE & RB
Mutactes dos genes da via RAS
Delecoes (90%) *Raro criangas 15% Pior IKZF1 pius: Delecao do ERG: B85% pa LLA Ph+
Mutagtes de ponto PRONTE, adultes 40-50% Delecdes de COKNZA, COKNZE | anula o prognéstico | 70% LL& B Ph
Translocacoes (raro) NUMT, ETVE, ou PAXS ou delecdo da regido | negativo da | like
CDK2,  ZEB2, PAR1 na auséncia de delecdo do | delegdo do IKZFT
SETDS, STIM2 ERG.
t(5;14) «1% criancas Pior Delecoes do COKN2A siou PAXS
rearranjos IGH 5% criancas Pior Delecao do KZF1 CRLF2 + JAKZ —
P2ZRYS 5% adulios Ativacdo das vias JAK-STAT, ERK | pior
(50% das Ph like) e mIOEPI3K (50% de mutacao
do JAK)
IBME.
hiperdiploidia
Rearranjo IGH 4-T9% crAancas Bom Delecao ipiragénica do ERG DL + delecdo do
ERG Raro em adulto (50%:) ERG - neutraliza
ZNF384 efeito negativo de
atteracdo do IKZF1
Rearranjos ER300 3-5% criancas Intermediario MNRAS e FLT3 (50% dos casos) CD10 fraco ou
TCF3 3-8% adultos (Varia com o | Delecdo LEFT, EBFT, COKNZA, negativo
TAF1S parceiro) FBXW7, e ETVE CD13 e CD33
CREBBF aberrante
Inibidores de
FLT3
Rearranjo BCLY 1-4% criancas Intermediario Delecao do IKZF1 CD10 baixo ou
HMNRNPULT (mais wvelhos e para mau Delecao COKNZACDKNZE negativo
adolescentes) prognostico Elevado CD38
1% adulios
Rearranjo ACINT, CUXT, 5-7% em <=1 ano Excelente
BRDS, e 1% criancas
ZNFB18 Mao descrita em

adultos

(Zhang, Habeebu, Li W, 2022 ; Inaba, Pui 2021; Lejman Et Al, 2022)
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Quadro Suplementar (conclusao)

Alteracdo descrita Frequéncia em Impacto Alteracies associadas Prognostico com Observacio

parceiros LLA B prognastico associacio
Mutacido de 3-4% criancas Pior em Inativagdo do segundo  alelo Maioria das
ponto PAXSPE0R 4% adultos Criancas (delecdo ou segunda mutacio) alteracies no
Intermedidric | Delecdo bialdlica do COKNZAE PAXS
em adultos Mutactes nas vias RAS ou JAK
STAD (FLT3, BRAF, PIK3CA)
altPAXS ETVE T, 4% Intermediario
(rearmanjos, {mais em criancas | Codglecdn com
amplificagdes comum) QT KZFT angd COKN2A/E
intra-o&nicas, Mais de 20 intensiva) e
mutactes de | parceiros mau Em
i adultos
Delecies [ 30% Presentes em
mulaches muitos subtipos de
LLA B ]
consideradas
secundarias
Delecoes 15-30% criancas Sem efeito | Delecao COKNZE e PAXS (todos Mais  frequentes
30-45% adultos 1M Crancas. localizados no Cr Sp) emLLAPh+elLA
Pior em Ph like gue LLA
adultos ETVERUNX e
LLA hiperdiploidia
MYC, BCL2 andlor Translocacoes Genes de Barmn Mau Aszociados  com
BCLE imunoglobuli prognostico Linfomas nao
nas Hodgkin de células
B
1GHY
IGLAGK
Delecao 2-4% criancas Bmn (39% das LLA B
Baixa hipodiploidia com iaMP21e
baixa
hipodiploidia)
Delecio 10% criancas ETVE-RUNXT
Delecao 6% Pior (maiores Ausente em casos
(15% das LLA Ph niveis de de reamanjo  do
like) DRM) KMT2A e fusio
TOCI-PYXT

(Zhang, Habeebu, Li W, 2022 ; Inaba, Pui 2021; Lejman Et Al, 2022)
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APENDICE B - COMPARA(;AO DOS DADOS ENTRE DIFERENTES ESTUDOS
COMLLAB

Tabela suplementar 1. Leucometria ao diagnéstico de criancas com LLA em
diferentes estudos

Glébulos Brancos/ mm3 Total XVI ALLIC 2022 HCB

598 pacientes 5060 pacientes 156 pacientes*
(Jeha et al, 2019) (Stary et al, 2013)
<10.000 41,6% 49,8% 53,82%
10.000 a < 50.000 35,1% 29,8% 31,7%
50.000 a < 100.000 9,5% 9,1% 7,05%
>100.000 13,7% 11,2% 7,69%

*LLA B exclusivamente

Tabela suplementar 2. Distribuicdo de pacientes com LLA em diferentes grupos de
risco

ALL IC BFM 2002 Polénia India HCB LLAB

ALL ICBFM 2009 ALLICBFM 2009 ALL IC BFM 2009
LLABeT LLABeT modificado
(n=5060) (n=1376) (n=25) (n=122)
Stary et al, 2013 Zawitkowska et al. NATH et al
Baixo Risco 30% 14% 35% 20%
Risco 52,3% 63,1% 35% 61%
Intermediario

Alto Risco 16.7% 23% 29% 17%

Tabela suplementar 3. Distribuicdo de pacientes com LLA em grupos de risco ha
admissao

!Total XVI, HCB GBTLI12021)

Total XVI-LLA B HCB GBTLI 2021
n=494 (n=26)
(Jehaet al)
Baixo Risco 295 (59,7%) 18 (69,2%)
Alto Risco 199 (40,2)% 8 (30,7%)
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Oz dados clinicos e referentes aos testes laboratoriais serdo coletados atraves de revisao de prontuario
medico de forma retrospectiva (para pacientes com diagndstico de LLA de julho de 2018 a junho de 2021) e
prospectiva para os pacientes inseridos a partir de julho de 2021.
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Resumao:

IMTRODUQE\D : A& Leucemia Linfdide Aguda & a neoplasia maligna mais comum na infancia. O pico de
incidéncia occorre entre 1 & 4 anos de idade e as taxas de incidéncia anual variam amplamente ac redor
munda (4 & 50 casos/milh3o). Atualmente, s30 descritas taxas de sobrevida superiores a 30%, chegando
acs B5% em grandes centros de paises desenvelvidos. Um principio do tratamento das leucemias na
infancia, & a identificacdo de fatores prognésticos, estratificacdo de pacientes em diferentes grupos de risco
e adaptacio do tratamento de acordo com o risco de recidiva. Tem sido crescente a busca por uma maior
compreensio de fatores bioldgicos envolvidos com a leucémogensse & com o5 mecanismos de resisténcia
as drogas, a identificagdo de possiveis alvos terapfuticos e o desenvolvimento de novas estratégias de
trataments. OBJETIVOS: Identificagdo de alteragdes genéticas & moleculares relacionadas & LLA &
comelagio das alteracdes mais frequentes com as taxas de resposta ao fratamento & evolugio clinica dos
pacientes. METODOLOGIA: Para caracterizagao biclogica, as amostras de medula dssea sangue periférico
dos pacientes serdo submetidas a analises por citometria de fluxo, biclogia molecular, bandaments G, PCR
em tempo real, PCR, hil::-ridizagr.:'m in situ (FISH), MLPA

(Multiplex Ligation-dependent Amplification), sequenciamento de Mova Geragdo (MGS). Sera estudada a
presenca de comelagio entre as alteragbies genéticas & moleculares mais frequentes e a evolugio clinica,
definida pela resposta ao tratamento [mensurada pela presenga de DRM no D15 e DVE], presenga de

recaida e taxa de sobrevida livre de evento em 18 meses.

Objetive da Pesguisa:

Hipotese:

Os clomes de células leucémicas expressam diferentes caracteristicas genéticas e fenotipicas. Existem
marcadores biclogicos (genéticos e moleculares) que podem influenciar o comportamento clinico e as taxas
de resposta ao tratamento de pacientes pediatricos com diagnostico de LLA, mensuradas pelos niveis de
detecgdo de DRM.

Objetivo Primaric:

Identificar a associagio (comelagio) de diferentes marcadores biologicos com as taxas de resposta ao
tratamento quimicterapico de indugio, definidas pelos valores de doenga redisual minima (DRM) nos
décimo quinto (D15), trigésimo terceire (D33) & septuagésimo dia de tratamento DTE.

Objetivos Secundarios:

1. Descrever caracteristicas epidemiologicas e clinicas dos pacientes com diagnostico de LLA
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tratadas no HCE;

2. Caracterizag3o biolégica da LLA em criangas fratadas no Hospital da Crianga de Brasilia;

3. Comparar as frequéncias de alteragdes genéticas & moleculares encontradas em pacientes com
diagnastico de LLA em um centro de referéncia de tratamento oncolégica do Distrite Federal com a
frequéncia das mesmas alteragies em outras localidades do mundao;

4. Determinar a frequéncia de LLA Ph like em pacientes com diagnostice de LLA no Distrito Federal e
comparar com a frequéncia desse subtipo de Leucemia encontrada em outros locais do mundo;

5. Avaliar a resposta ao trataments dos pacientes com LLA Ph like (através da DRM) & comparar com a
resposia apresenia pelos outros subtipos de LLA.

8. Identificar a presenca de sobreposicdo de diferentes alteragdes genéticas e moleculares em um mesmo
pacienta & avaliar o impacto dessa associacdo sobre a evolugdo clinica, especialmente gquando uma das
alteragdes encontradas ja tenha significado progndstice documentado pela literatura.

7. Avaliar a comelagdo entre diferentes alteracdes genéticas e moleculares com a velocidade de resposta ao
trataments & com a intensidade da resposta.

8. Comparar o perfil de marcadores biclogicos apresentados pelos pacientes com evolugdes distintas
(favoravel x desfavoravel).

8. Determinar as taxas de sobrevida para os pacientes diagnosticados e tratados como LLA.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O estudo oferece minimos riscos aos pacientes, uma vez que o5 mesmos n3o serdo submetidos a
procedimentos adicionais aos previstos para o diagndstico e tratamento da LLA.

COrs principais riscos oferecidos com o presente estudo estio relacionados a perda de sigilo de informagdes
médicas e 4 fatores estressores gerados pelo processo de comunicacdo sobre inclus3o em projeto de
pesquisa, assinatura de termos & autorizagdo de uso de material bioldgico, dificuldades de compreensio

sobre o real destine do materal biclogice & criagio de falsas expectativas aos familiares e pacientes em
relagdo ao processo

terapéutico. O participante tem o direito de buscar indenizagio caso sofra danos decorrentes da
participagdo na pesquisa.

Para preservacdo do sigilo médico, os pacientes receberio um codige de identificagio composto por
niimero seguindo a ordem cronolégica do diagndstico e a sigla LLACBEC (LEUCEMIA LINFOIDE
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AGUDA CARACTERIZACAO BIOLOGICA E EVOLUGAQ CLINICA). Exemplo: D1LLACBEC.

Durante o processo de aplicacdo do Termo de consentimento Livre & Esclarecido (TCLE) serfo esclarecidos
os objetives do estudo, os dados clinicos que serio coletados e como sera obtido, amanezado e manejado
o material biologico. Também sera explicado que a participagdc (ou a recusa de participagio) na pesquisa
nio acarretera mudangas nos processos de diagnostico e no tratamento preconizado. Além disso, o
pesquisador ficard & disposigdo para esclarecimentos adicionais que se fagam necessarios

Comentarios e Consideragtoes sobre a Pesquisa:

- Projeto elaborado com clareza e objetividade, que facilita a compreensio do que esta sendo proposto e a
relevdncia do estudo

- Trata-se de um estudo fransversal, observacional, descritivo retrospectivo e prospectivo

- s dados serde coletados por meio de registros em prontuario eletrdnico, prescrigbes médicas e relatorios
de exames laboratonais.

- Os instrumentos de coleta de dados foram apresentados e os pesquisadores se comprometem a nac
ufilizar infcvrmai_;:EEE gue possibilitem a identiﬁmg.:'m do participante da pesquisa, tomando todas as medidas
necessarias, tendo optade pele uso de codificagies

- Foi solicitada a dispensa de apresentag3oc do Termo de Consentiments Livre & Esclarecide — TCLE, para
os pacientes elegiveis pafrfa o estudo, poréem gque foram a obito, tendo apresentado as justificativas em
documento anexs na Plataforma Brasil @ no Projeto Brochura, resumidamente com a seguinte justificativa:
Dificuldade de contato com os responsaveis pelo pacients, pois ndo existe mais o vinculo com a instituigSo.
Alem disso, abordagem aos familiares para apli-:.:ig.:'m do TCLE pedera gerar desconforto e potencializar a

dor & sofrimento frazidos pela perda de um filhio.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagac obrigatoria:

Folha de rosto: apresentada, assinada pelo Superintendents Executivo do Hospital da Crianga de Brasilia
Curriculum lattes dos pesquisadores: apresentados & adequados

Carta de encaminhamenio do projeto ao CEP: apresentado e adequado

Termo de compromisse do pesquisador: apresentado e adequado

Cronograma: apresentado e adequado
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De-c:laragﬁcu de Inst'rtuigﬁ-:- e Infraestrutura: apresentado e adequado
TCLE & termos de assentimenios apresentados e adequados
Planilha de crgamento: apresentada e adequada

Projeto brochura: apresentado e adequado

Recomendagdes:

Sem remmendag:EEE

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

erar ™

Considera-se gque as pendéncias existentes, na primeira versac desta analise, foram atendidas e superadas,

estando em -::::ndig‘.:EEE de ser avaliado como aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documenio Argquivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACCES_BASICAS_DO_P | 26/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1653650 pdf 14:13:65
Clutros carta_em_resposta_as_pendencias.pdf | 24052021 (ESTEFAMILA Aneito

14:50:27 |RODRIGUES

BIOJOMNE
TCLE ! Termos de | Assentimento_5_12.pdf 20/05/2021 |ESTEFAMLA Aeito
Assentimento | iT45:58 |(RODRIGUES
Justificativa de BIOJOME
Auséncia
TCLE { Termos de | Consentimento_responsaveis_ pdf 20/05/2021 |ESTEFAMLA Aneito
Accentimento | i744:52 |(RODRIGLES
Justificativa de BIOJOME
Auséncia
TCLE / Termos de | Assentimento{2_18ancs. pdf 20/05/2021 |ESTEFAMLA Aceito
Assentimento | iT41:22 |RODRIGUES
Justificativa de BICJOME
Auséncia
Projeto Detalhado /| Projeto_comecao_maio.pdf 18/05/2021 |ESTEFAMIA Aneito
Brochura 15:08:48 (RODRIGUES
Investigador BICOJOME
TCLE { Termos de | requerments_de dispensa_de_tole pdf 19/05/2021 | ESTEFAMIA Aceito
Accentimento | 15:04:52 |(RODRIGLUES
Justificativa de BICJOME
Auséncia
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Cronograma Cronograma.pdf 12005/2021 |ESTEFAMIA Aoeito
15:02:27 |RODRIGUES
BIQJOMNE
Orgamento ORCAMENTO comecao. pdf 19/05/2021 |ESTEFAMIA Aceito
15:02:18 |RODRIGUES
BICJOMNE
Folha de Rosto Folha_de_rosto. pdf 21/04/2021 |ESTEFAMILA Aceito
22:00:38 | RODRIGUES
BIOJOME
Declaragio de Termo_de_Anuencia_Coparticipaco_Inst]  18/03/2021 (ESTEFAMIA Aceito
Instituigio e itucional pdf 17:18:33 |RODRIGUES
| Infraestrutura BIQJOME
Declaragio da COMPROMISSO_PESQUISADOR. pdf 171032021 |ESTEFAMIA Aceito
Pasquisadoras 1718289 |RODRIGUES
BIOJOME
Outros Cumiculz_DiegoMadursiradeOliveira_pdf | 232/02/2021 (ESTEFAMIA Aceito
22:50:28  |RODRIGUES
BICJOME
Oitros Cumicule_RicardoCamargo.pdf 230212021 |ESTEFAMIA Aceito
225838 |RODRIGUES
BIOJOMNE
Clutros Curmiculs_EstefaniaRodriguesBicjons pd| 23022021 (ESTEFAMIA Aneito
f 225701 |RODRIGUES
BIOJOME

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mao

BRASILIA, 04 de Julho de 2021

Assinado por:

Luciana Santos Floriano
(Coordenadora))
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Prevalence of FLT3 gene
mutation and its expression in
Brazilian pediatric B-ALL patients:
clinical implications

Estefania Rodrigues Biojone™®, Bruna Candido Guido’,
Larissa Lemos Mendanha Cavalcante’,

Agenor de Castro Moreira dos Santos Janior”,

Robéria Mendonga de Pontes’, Felipe MagalhZes Furtada™™,
José Carlos Cérdoba™, Isis Maria Quezado Magalhges”,
Diégo Madureira de Oliveira® and Ricardo Camargo®

Onootogy and Hematology Deison, Childen’s Hospial of Baslia, Brasia, Brazl, “Labostory of
Translatonal Reseax by Children’s Hospitalof Besiia, Brasia, Bal, “Department of Hematology, Sabn
Disgnéstion & Sabde, Rracs, Brazil, *Mulbidscpinany Heaslth Laborsiony, Faoulty of Heslth Scenoss
and Technology, University of Brasiia, Bosia, Brazi

Introduction: There is consistent evidence that FLTS may be a driver geneinB-ALL
and that selected cases may benefit from the use of FLT3 inhibitors. Our study was
conducted to evaluate the frequency and types of FLT3 mutations in pediatric
patients with B-ALL, the relative expression of this gene, and their influence on
clinical evolution.

Methods: We evaluated 156 children with B-ALL treated between July 2018 and
Septermber 2023, Screening for FLTS mutations was performmed using RFLP and
fragment analysis, while FLT3 expression was assessed by qPCR.

Results: FLT3-TKD andfor FLT3-JM-INDEL mutations were found in B patients
E1%). We did not identify any ITD-type mutations. None of the patients with
identified FLT3 mutations presented recurrernt rearrangements in B-ALL or
alterations in the IKZFI, PAXS, or ERG genes, suggesting that FLTI mutation
may serve as the driving mechanism for leukemnia in these cases. Two (2/8]
patients with FLT3 mutations experenced disease relapse. Although we did
not observe FLTS owerexpression among patients with FLTS mutatiors, FLT3
axpression levels were higher in these patients compared to WT patients. Four
FLT3-WT patients presented FLT3 overexpression, defined as RQ = 10. FIT3
mutations or overexpression wene not associated with relapses or survival ates.
Discussion: Our findings do not support the inclusionofFLTS as a routine marker in
the risk stratification of B-ALL patients; nevertheless, FLT3 alterations may be
relevant for guiding personalized treatment approaches inspecific clinical contexts,

EETwORE

precurser B-cell lymphoblastic leukemila-lymphoma, precision medidne, molecular
biolagy. tumor blomarkers, child health

1 Introduction

B-cell Acute Lymphoblastic Leukensla (B-ALL) b the most common cancer in the
pediatric populition, accounting for approximately 25% of malignant neoplasms in
patients up to 18 years of age (1, 2). Despite significant improverents in survival rates,
relapsed or refractory disease remains a frequent cause of death amsong B-ALL patlents
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(3. Cuarrently, the assesament of keukemic cells through molecular
biclogy technigues and genetic evaluation, including next-
generatlon sequencing (NGS), emables the ldentification of over
thity ALL subtypes characterized by specific gene epresslon
profiles or biological markers (4). This daracterization not anly
enhances diagnostic accuracy but also provides opportunities for
treatment  optimization, elther by adjusting chemotherapy
intemsity oF by lntroducing targeted the mples (5).

The FLT3 (FMS5-like tyrosine kimase 3) gene, located on
chromosome 13q12, encodes a type III receptor tyrosine kinase
predomimantly expresed in the bone marmw, particularly in
hematopoletic  precursor cells The proteln conskts of four
distinct megons: an exteacelldar donsaln, a2 transmeishrane
region, @ juctamembrane region, and an intracellular portion
containing a tyrosne kinase domain Upon binding to the FLT3
ligand (FL), the receptor Is activated through dimerkzation and
autophosphorylation, Initlating a cascade of signaling pathways,
induding PIIEK/AET, RASMAPE, and STATS (4 7L Thi
signaling promates cell proliferation and inhibits apoptoss. The
FLT3 gene plays a critical role in the surdval, proliferation, and
differentiation of hematopoletic cells across both myelold and
Iyenphoid lineages (&, 8-11).

Mutations in FLT3, occurdng either in the juctamembrane
donmin or  within the tyosine kinase domain, lead to
constituthe  actlvation of FLT3 and are assocated with
leulemogeness (12-20). There are four main types of activating
rmutations in the FLT3 gene: intermal tandem duplications in the
jutamersbrane domain (FLT3-ITD), in-frame imsertions or
deletions In the juxtamembrane domsain (FLT3-[M-INDEL),
point mutations in the juecamembrane domain (FLT3 [M-PM),
and myutations in the tyrosine kinase domain (FLT3-TED) (21}

FLT3-activating mutations are commonly found in Acute
Myelold Leukemias (AML), accounting for approximately one-
thind of adult AML cases and 10%-15% of pediatrc AML cases
(19). Among AML patients, FLT3-ITD is a recurrent driver
mutation (present in about 25% of all AML cases) and &
assochted with higher relapse rates and reduced overall survival
(12-26). In contrast, TKD domaln mutations are lkely secondary
events with uncertain progonostic impact (22, 23). FLT3 inhibitor
drugs are approved for AML patients with FLT3 mutations, and
thelr wse has been asoclated with improved overall survival and
event-free survival rates (26-30).

In B-ALL FLT3 mutations are less common, reported in (. 26—
12.5% of cases when evalusted by conventional techniques {RFLP
and fragment analysis) (31-36) and in up to 25% when
Investigated usdng NGS (20). The prognoste bmpact of these
alterations  remwaing poody defined (20, 30-38). ITD-type
mitations are rare in this context, and recent studies have
described in-frame indels in the juctamembrane domain as the
most common type of FLT3 genetlc vadant In patlents with B-
ALL (21).

FLT3 overexpression, in addition to its activating mutations,
has been documented in B-ALL, particulady in specific subtypes
such as r-KMT2A, r-ZNF384, and high hyperdiplold ALL
(20, 37-41). The mechanksms contributing to elevated FLT3
epresion in cenain B-ALL subtypes ame not yet fully
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understood. Epigenetic modifications, such a5 enhancer hijacking
due to deletions at 13ql22 hawe been linked to higher
expression levels in hyperdiplold patlents and in cases of relapse
(42). Although the surface expresson of the FLT3 receptor does
not comrelate with FLT3F transcript levels, total celllar FLT3
protein levels generally reflect transcript levels. Ohverexpressed
wild-type FLT3 proteins have been observed to undergo tyrosine
phosphorylation (43). Some studles have asoclated elevated
FLT3 expression with poorer outcomes in B-ALL (20, 3640, 44).
Encouragingly, the autophosphordation of wild-type FLT3
induced by its overexpression was shown to be inhibited by a
potent FLT3 kinase inhibltor, with sensitivity comparable to that
observed In mutant fomms (43, 45). Additlonally, evidence
suggests therapeut responsivenes to FLT3 inhibitors in certain
subsets of relapsed B-ALL  patients exhibiting FLT3
overexpression  (46—48).  Mevertheless, few sudles have
Investigated therapewtic strategles lnvolving FLT3  inhibitors
specifically for B-ALL (41, 49).

Given the current uncertainty reganding the prognostic value of
FLT3 alerations in pediatric B-ALL and consdering recent reports
of the therapeutic efficacy of FLT3 Inhibitors in patlents with
relapsed B-cell ALL (46-48) it k essential to deepen our
understanding in this field of research. The objective of this
study was to identify FLT3 alterations in patients with B-ALL
and to cormelate these altemtions with thelr clinical course to
clarify whether FLT3 is a molecular marker of cinical relevance
in childeen with B-ALL

2 Materials and methods
2.1 Study design

Thi s a etmspective, descriptive dinkeal study lvolving
pediatric patients diagnosed with B-ALL at a public pediatric
oncology  referral hospital in Brasilia, Brazil A convenience
sampling was performed, induding patlents admitted between
July 2008 and Septensber 2023, Data collected comprised cinieal
characteristics (age, gender, white blood cell count at diagnoss,
and the presence of Central Nervous System—(INS—infiltration),
biclogical characterfzation (coytogenetic  alterations, recurrent
rearrangements, and mutations in [BZFL, PAXS, and ERG), and
trestment msponse measued by Minimal Residual Disease
{MRD). Outcomes were categorized as rembsion, relapse or dead
in rem ssion.

2.2 Study population and treatment

Patlents aged 1-18 years with a primary diagnosis of B-ALL
and no prior teatment were Induded Between July 2018 and
September 2022, treatment was based on the BEM ALLIC 20079
protocol, Jocally adapted for B-ALL management at  our
Institution. Since September 2022, the GBTLI 2021 protocel—a
Brazillan multicenter research protocol in which our institut lon
participates—has been used As a result, patients in this study
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followed two different protocols. The backbone srategy for both
protocols s simiar, though there are differences in the criteria
used for risk dassification. The GBTLI 2021 protocol reduces the
intensity of induction therapy for patients dasified as low and
intermediate risk (Supplenentary Frames 51, 52, and 53]

2.3 Sample collection

Bone marmow samples were collected via aspirstion to confirm
ALL diagnosis. Immediately after collection, smears were prepared
for morphological evaluation Bone marmw agpirate samples (or
peripheral blood in cases of high white blood cell counts and
patient sevedtyl were sent to the Temlational Research
Laboratory  for  immunophenctyping by flow  coytometry,
cytogenetics (cell culture), and molecular biclegy analysis

2.4 Minimal residual disease (MRD)
assessment

MRD was evalusted by flow cytometry according to Euroflow
Consortium guidelines (50). Cellular events were acquired using
the FACS Canto IT cytameter (BD), with data analysis performed
using FACS Diva (BD) and Infinicyt (Cytognoes, version 2.0)
software. MRD values were measured at the mid-point and
conclusion of the induction phase. For patients trested with the
adapted ALLIC BFM 20 protocol, MRD was assessed on days
15, 33, and 78. For patients following the GETLI X2l protocol,
MRD quantfication was conducted on days 19, 26 (for the low-
sk subgroup), and 49,

2.5 Isolation of mononuclear cells and
nucleic acid extraction

Mononudear cells were isolated wsing a Ficoll gradient (GE
Healthcare Life Sclences), washed in 1X PBS, and aliquoted into
twio aliguots. One tube was wsed for total RNA extraction via the
Trizal® method (Invitrogen), and the other for DNA extraction.
DNA was extracted wsing the Wizard Genomic DNA Punfication
Kit (Promega) following manufacturer instructions. Samples were
quantified via spect rophotometry and stored at —20FC (for DNA)
and —80°C (for RNA) until assays were performsed.

2.6 Analysis of FLT3 mutations

Screening for genetic vadants in the FLT3 tymsine kinase
donzain (D835 was conducted on all patients with avalable
smples  (n=155/156) wila restrictlon  fragment  length
polymorphism (RFLP) analysis (51). The PCR reaction incladed
Ix PCR buffer, 200nM each ANTP, 15mM MgCl, 0.5 U
Platioum ™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific),
and 02mM of each primer (FWD-COGOCAGGAACGTG
CTTG, REV-CAGCCTCACATTGOCCOC). PCR conditions were
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as follows 95°C for 3 min, 35 cydes of 95°C for 30 & 56°C for
30s, and 72°C for 1 min, followed by a final extension at 72°5C
for 5 min PCR products were digested using the restriction
enzyme EcoRY (NEB), and samples showing alteratlons by RFLP
were sublected to Sanger sequencing

Detection of genetic variants in the juctamenbrane domain
was performed by fragment amalysds (51) on the ABLISN
Genetle Analyzer (Applied Blosysterns) PCR was performed
under the same conditions descibed above, but with 27 ordes,
using FWD-6-FAM-GCAATTTAGGTATGAAAGOCAGC  and
REV-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC  primers.  Fragment
sze was estimated using the GeneScan™ 500 LIZ size standand
(Thermso Fisher Sdentific).

For the dassification of sommatic vadant pathogenlcty in cancer
(oncogenicity), we applied the Standard Operating Procedure
deweloped in accordance with recommendations from the
Clincal Genome Resource ((JimGen), the Cancer Genomilcs
Comortinm (0GC), and the Varlant Interpretation for Cancer
Consorthem (VICC) (52)

2.7 Analysis of FLT3 expression

FLT3 expresson was analyred in patients admitted between
July 2018 and Decemsber 2022 with availsble samples (n=112/
130) using real-time RT-PCR (RT-gPCR) on bone marmow
samples collected at disgnesis FLT3 expression was also
evaluated in in 10 samples collected at relapse. One microgram
of RNA was wsed for cDNA synthesis, followed by PCR with
204 oM primers and 2x PCR MasterMibx contalning SybrGreen®.
Relative quantification was performed using the 2-44Cq method,
with HPRT 1 and BZM as reference genes. The calibrator was the
median ACq from all cases in the study, exluding relapses.
Singleplex reactions were conducted on a CuantSudic 5 Real-
Time PCR Systemn (Thermso Flsher Sclentific) with pames for
FLT3 (FWD-AGGGACAGTGTACGAAGCTG:  REV-GTOGT
GCTTAAAGACOCAGAG), HPRT1  (FWD-TGACACTGGC
AAAACAATGCA; REV-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT), and
B2M (FWD-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT: REV-TCTC
TGCTCCOCACCTCTAAGT). Amplification  conditions  were:
2 min at S0PC, 10 min at $5°C for the holding stage, followed by
40 cydes of 95°C for 155 and &0°C for 1 min Mel curve
analysls was perfformed to assess amplicon specificity.

2.8 Statistical analysis

Data were tested for normal distribution, by the D'Agostino
and Pearson nommality test and amalyses of skewness and
kurtosis, when applicable. Data were expresed as average = 5D
(gPCR), mean+5EM or medbkn and ranges acconding to the
distebution. Statlistheal analysis was performed wsing GraphPad
Prism verson 500 for Windows (GraphPad Software, San Diego
California USA). The statistical approach adopted for each
amalyss is described in the figure legends Non-parametric tests
were wied for data with non-pormal distribution and probability
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values of p<005 were accepted as indication of statistically
sgnificant difference.

2.9 Ethics

The study was approved by the local research ethics comumittes
(protocol code 44796221 900144, July (4, 2021) Informed
corsent was obtained from guardians, and assent forms were
sgned by patlents over 5 years old
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3 Results
3.1 Characterization of the study population

A total of 208 patients diagnosed with B-ALL were treated at
our institution from July 20018-September 2023, with 156
meeting the incluslon criterls for this study (Figure 1) Patlent
charactedzation Included age, sex, CNS status, trestivent protoocl
applied, initial and post-induction risk dassification, MRD values

July 2018 to September 2023
208 cases of ALL (0-18y)

!

156 Included

« BALL

« > 1yand < 18y
* No prior treatment
« Consent form

FLT3 mutation
(July 2018 to September 2023)

FLT3 expression
(July 2018 to December 2022)

155 112
samples exams
v L { ! )
TKD JM-INDEL RQ RQ RQ
(RFLP) (capillary electrophoresis) ‘13 =3 ‘T: 10 2‘10

[n=03 | [n=15 | [ n=a |

n=4 n=1* |"|=3 | 151 WT |

#
ETKD ——

4 JM-INDEL

*1 patient with two mutations

ot 1
ALTS mutations and expresson assessment in 156 children wath B ALL
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diagnosis {ROE relative quantification]
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at mid-inductlon and post-induction, disease progresson and
current  clinbeal  status,  otogenetle  altemtions,  recurrent
mearrangements, presence of LAMP21, IKZF! deletions (whether
wsciated with the IKZF! Pl subtype or not), PAXS
alterations, P2RYRCRLFZ? rearrangement, FLT3 mutations, and
FLT3 expression levels.

The patients’ ages ranged from 1-17 years with a peak
incidence between ages 2 and 5, and a median age of 4 years and
5 months. Thirty-four patlents (21.8%) were over 10 years old at
admission, and the sex mtlo was 105 (B) males to 76 fernales).
Regarding white blood cell counts at admission, 133 patients
(852%) presented counts below 50,000 leukocytes'mm®, while 33
patients had counts sbove S0 Mymny, induding 12 with counts
exceeding 100,000/ mm,

Most children (122) recelved treatment follewing the ALLIC
BEM 200 prowcol In terms of risk dassification at the end of
induction, 25 patients (204%) were dassified as low risk, ™
(6068 as Intermeediate dsk, and 23 (18.8%) as high dde Among
those trested under the GBTLI 2021 protocol, risk classfications
were a5 follows: 16 (47%) intermediate risk, 12 (33%) high nsk 4
low nsk, and 2 wvery high risk (Supplementary Table S1)
Differences in risk classification criteria and treatment intensity
between the two protecds led to a higher frequency of Thigh-nsk”
patients under the GBTLI protocd; however, this diference does
ot imply greater disease aggressiveness in this group.

The 5-year overall survival {O5) and event-free survival (EFS)
rates for this cohort were 87.5% and 7%, respectively, based on
a minimum 5-year follow-up for 24 patients from the time of
diagnosis. The dinical and hboratory data of the patients are
presented in Figure 2

3.2 FLT3 mutations

FLT3 mutatlon screening was conducted in 155 patlents
(Figure 1), revealing nine mutations in elght patients (5.1%). One
type of mutation in the tymsine kinse domain (plleiiadel) was
identified in two patients. Four patients (2.58%) presented with
FLT3-TED mutations, three patents (193%) had In-frame
insertions and deletlons in the justamembeane domsaln (FLT3-
M-INDEL), and one patient ((.64%) had mutations in both the
tyrosine Knase domain (FLT3-TED) and the juxtamersbrane
domain (FLT3-JM-INDEL) (Figure 3). No FLT3ITD varlants
were found in our cohort.

The four mutations identified in the tyrosine kinase domain
had been previousy documented. Among these, three mutations
have been assoclated with gain of function and oncogenic
potential, while one mutation b lkely to exhiblt oncogenlc
potential due to a probable gain of function None of the four
mutations identified in the jwctamembrane region had been
meported prior to this study. These alterations demonstrated
moderate oncogenke potentla] attdbuted to a possible galn of
function (Table 1).

Mo association was found between FLT3 mutations and age,
gender, white blood cell (WBC) count at diagnosis, or minimal
residual diseave (MRD) values measured at the mid-point and at
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the end of induction therapy. Table 2 presents the dinical
features and detalled descriptions of the FLT3 mst athons.

FLT3 mutations were assoctated with high hyperdiploldy in 3
out of § patients (37.5%) (patients P19, PUM, P112,). All three
cases had TRD-type mutations, and one patlent presented with a
M-INDEL assoctated with a TEKD mutstion (P112). No FLT3
myutations were identified in any patients with ETVa-RUNK! (n =38),
BCR-ABLD (n=4), TCFEPEXI (n=9%, or rEMTZA (n=2).
Additlonally, none of the patients with F2RYR:-CRLF2 (n=7), IEZFI

deletlons (n=21), Incuding IKZFIplus (n =11}, PASS aterations
(=21}, or ERG deletions (n =9) presented with FLT3 mutations
{Tahle 2 Figure 2).

Among patients with FLT3 mutations, a relapse rate of 25%
{2/8) was observed, with both cases occurring In patlents with
the FLT3-TED mutstion and no sssoclated high hypendiploldy.
Although this difference was not statistically significant compared
to FLT3 wild-type (WT) patients {p=008), it & noteworthy
given the rarity of the mutaton. The relapse rate among FLT3
WT patients was 5.4% (8/147) (Figure 4).

Follow-up of the two relapsed patients with FLT3-TED
mutations revealed that one experienced a wvery eady relapse,
falled to achieve remission, and died three months after the
relapse dlagnosls (FLT3 mutatlon screening was not conducted
on the relapse sample). The other patient achieved remisdon but
experienced a second relapse with an orbital lesion Treatment
included chemotherapy and orbital radiotherapy (20 Gy). The
mutation In FLT3 identified in the Initlal diagnosis sample was
aleo detected in the bone marmow sample collected at the timse of
relapse. This patient is currently alive, with a follow-up period
of 55 months.

There was no difference in survival mies when comparing
patients with FLT3 mutations to those with FLT3 WT (Figure 5).

3.3 FLT3 expression

FLT3 expression was evalusted in RN A samples of 112 patients
at diagnosis Additiomally, FLT3 expression was assessed in 10
samples collected at relapse.

The distribution of relative FLT3 expresson o the samples
showed a non-Gaussan pattern, with a strong rightward skew
(Figure &A), indikating high epresion levwls without
correspondingly low levels, as would be expectad for independent
varlables with a normal distibution. This pattern s typhkal of
genes with biclogical significance in carcinogenesis, where
elevated expression levels confer an advantage, and lower levels
are incompatible with disease madnterance (54, 55)

In 93 patients, the expression ratlo (RO ranged from 0.017-3.
Fifteen patients had expression ratios between 3 and 613,
and in four patients, the expression ratio exceeded 10, which
we classfied as “hyperexpression.” These devated RO values
were observed excusvely In four wildtype (WT) FLT3
patients. We were unable to ldentify factors assochted with
FLT3 hyperexpression in these four patients with RO 10
(see Table 3), but we observed that these Individuals
demsomstrated a mpid response to trestment, as indicated by
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MRD values asessed dudng mid-induction (D15 or D19,
depending on the protocol) (Figure 6B). Conversely, there was
no statistically dgnificant difference in MRD values at the end of
induction  between patients with hyperexpression and those
without (Figure &)

Although none of the patlents with FLT3 mutations exhibited
hyperexpression of the gene (ROQ> 10), FLT3 expresion values
were higher amaong patients with FLT3 mutations compared to
wild-type patients {median 2.53 ve. L3, p=003) (Figure aD).

Mo slgnificant  differences In FLT3 expression  values
were observed among patlents across different ridk groups (data
ot dhown ).

A noteworthy finding & that FLT3 expression levels were
dgnificantly lower In relapse cases. Patlents who relapsed had
relative expression levels (at lndtlal diagnods) compamble to the
group median (Figure 7A). However, thes values decreased
markedly after relapse (Figure 7B). This difference is even more
pronounced when compadng pared epression  values at
diagnosks and at relapse for each patient (Figure 7C) Despite
this, FLT3 expression levels had no significant impact on survival
rates (EFS and OS5) (Figure 8, Supplementary Table 52).

4 Discussion

Lirnited studies have investigated the implications of the FLT3
gene in B-cell Acute Lymphoblastlc Leukernia (B-ALL), likely due
tor the infrequent occurrence of FLT3 atemtions. Nonetheless, ln
recent years, FLT3 has emerged a a significant muarker for
enhancing the biological characterization of patients with ALL
particularly  within  specific subtypes such as Ph-like and
r-EMT24 ALL (31, 32, 44, 53, 56) PFurthermaore, several
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researchers have emphasized the need for additional studies to
elucidate the role of FLT3 in B-ALL patents (20, 31, 33).
Although this study i based on data from 2 single institution, it
complements and builds upon previows research. Maoreover, it is
notable for evaluating a population with a distinct genetic
composition, characterized by a mixture of varlows ethnic
backgrounds (indigenous, Afrcan, Caucasian).

4.1 FLT3 mutations

In our study, we found FLT3 mutations in 5.1% of the samples
(8/155), with 32% (5'155) of mutations occurdng in the TED
domain (in one case, assoclated with [M-INDEL). Unlike acute
miyelodd  leukenda (AML), the varlants found In  the
juctarne mebrane domain were indels rather than intemal tandem
duplications {ITDs).

These findings are consistent with those reported in previous
studles regarding both the frequency of mutatlons and the
different spectrum  of FLT3 mutstions in  B-cell acute
lymphoblastic leukersia (B-ALL) compared to AML (20, 21).
Taletanl ef al (X4) found FLT3TED mutations in & (5.4%) of
112 children with ALL older than | year and in 8 (16.0%) of 50
Infants with ALL, but no FLT3-ITD mutations were detected (32).
Fhang et al (20200 reported a predomimance of [M-INDELs in
B-ALLs (21). In Saudl Arsbia, 47% of children with B-ALL had
FLT3 mutations (24% ITD) {33), and in Brazl, Barbosa er al.
found FLT3 mutations in 6% of 134 B-ALL patients (34).
Additionally, this frequency was rmeported to be 55% among
Camadian children and addescents with ALL induding 11%
FLT3-ITD and 4.3% FLT3-TED point mutations, with an obsarved
assockation between FLTS mutations and hyperdiploldy (35).
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We mcognize that broader horizontal coverage and the

ability to simultanecusly detect multiple genetic altemtions
[single mucdeotide wvarlants [SNVs], copy mumber varktions
[CHVs], fusions, and indels] wdng highly semsitive technigues
like next-generation sequencng (NGS) dlow for the
identification of FLT3 mutations at higher frequencles than
restriction  fragment length  polymorphism  (RFLP)  and
fragment amalysis (20, 44). While NGS provides comprehensive
genomic Insights, it b tme-consuming and may produce false
negatives due to amplification bsues or software limdtations b
detecting FLT3 intemal tandem duplications (FLT3-ITD). In
contrast, PCR fragment analysis and PCR-RFLP targeting FLT3-
TED (DB351836) mutatons are robust, cost-effective methods
that deliver faster results making them a wvisble and effclent
altermative to NGS (57, 58]

In a recently published study, Zhao et al. described a higher
frequency of FLT3 mutations in ALL patients when evaluated by
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NGS (6.3% ITD and 188% TED) and identified new non-
canonlcal genetle varlants, such as polnt mutstions outdde the
TED and insertion/deletion variants causing in-frame amino acid
aterations. In the samse study, a higher proportion of patients
with negative minimal resdual disease (MRD) at mid-induction
(D19) was observed among patlents with FLT3  mutations
compared to wild-type patients (20). In our sample, we did not
ientify differences in MRD levels between patients with or
without FLTS putations.

Regarding lnitial presentation, unlike what is well established in
patients with AMIL, where FLT3 mutations are associated with
elevated leukocyte counts at diagnesis (22, 23, 59), none of the
patients with FLT3 mutations in our study presented with
hyperleukocytoss. Furthermore, no patients with FLTF mutations
had central nervous systern (CNS) lnvolvement at diagnosis.

In our sample, FLT3 mutations were not detected in patients
with recurrent genetic alterations commsonly associated with
B-ALL, Induding ETVe-RUNX!, TCF:-PEXI, BCR-ABLY,
r-KMT2A, P2RYS-CRLF? rearmangements, PAXS altemations, or
deletions involving IRKZFI. This finding supports the hypothesis
that, contrary to the prevailling concept of kimase alterations
belng secondary (31, 60) FLT3 mutations mey function as
kulemogenle deivers In a small subset of B-ALL (5, &l).
Further studies wtilizing bone marmow samples collected during
treatmeent monitoring or at relapse could clanfy the role of
FLT3 mutations in disease progresion. Preliminary studies
suggest that FLT3 mastations pegatively lmpact progooesk o
infants with r-EMTZ4 B-ALL (31, 49). However, in patients
with hyperdiploidy, the presence of FLT3 mustations did not
affect the natural course of the disease in this subgroup, which
generally has a favorable outcomse (31-33). In our study, among
the five patients with TED mutations, three who ako had
hyperdiploidy achieved remission, while the other two without
hyperdiploidy experienced relapse. In light of these results and
based on evidence of an assochitlon between hyperdiploldy and
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higher levels of FLT3 expression, as well as previous studies
linking elevated FLT3 expression with certain subtypes of B-ALL
(r-KMT2A, Ph-like), we decided to complement our research by
evaluating FLT3 expression levels

4.2 FLT3 expression

Higher FLT3 expresdon levels are described and considered
recurrent altepations in acute leukemdas The expression levels of
this gene are higher in cells from patients with acute leukemias
compared to pormal bone muarrow samples and other types of
neoplasms (37-43). In the context of B-ALL, subgroups of
patlents with rKMT24, high hypendiploldy, and r-ZNF324
subtypes exhibit higher FLT3 expression levels (5, 36, 37, 40, 42).
In owr stsdy, which was limited to patients older than one yvear,
only two patients had r-EMT24, both with expresion values
above the 75th percentlle of our cohort.

Although the association between hypendiploidy and higher
levels of FLT3 expresion has been documented in some studies
(44, 81, 82), we did not find differences in FLT3 expression
in this group. Similarly, there was no correlatlon between FLT3
expression and Indicators of aggressiveness in B-ALL, such as
white blood cell count at diagnosis or CN5 involvernent. This
lack of association may be specific to owr study population
however, expanding the sample sze ls pecessary to confirm
these findings.

Additionally, we were umble to identify any common
characteristics among the four patients with extremely high
expression levels (RO > 10). Yang and colleagues demonstrated
that epigenetic alierations with enhancer hijacking secondary
to the deletion of the PANI gene (13g12.2) explain elevated
FLT3 expression in B-AlLL patients, particularly among those
with hyperdiploidy or those who experienced relapse. Although
none  of the four patlents with RO>10 had  assoclaed
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hyperdiploidy or experienced disease relapse, this could be a
pessible mechaniamn to explore In these cases (42)

The lmplications of FLT3 expresson levels on prognoesks
remyain uncertain and controversial Among patients with r-
EMT24 B-ALL high FLT3 expression level have been associated
with poorer outcomses (38, 40, 49). However, in 2017, Fedders
and colleagues found an opposite assochition (63). In our study,
we were wmable to identify any influence on survival mtes in
patients with B-ALL and FLT3 overexpression detected in bone
marrow samples at diagnods. The majonty of authors also did
not find an assochilon between FLT3 expresdon levels at

Frontiers in Pediatmcs

0 and D9 for the group trexied with

ofers ) 5 ses were pefonmed with Mann Whitney

t (ALT3 WT) mutatons. Statstcal analyses were performed with Mann

diagnosds and survival or relapse rates (20, 38). On the other
hand, Garza Veloz reported that high FLT3 expression levels at
the end of nduction were assochited with higher relapse and
meortality rates {40).

We identified evidence that FLT3 mmy be a marker influencing
the biological behavior of B-ALL, reinforcing the need for maore in-
depth studies to better elucldate FLT3's relatlonship with
mechaniams involved in the genesks, survival or resistance of
leukernic cells to chemotherapeutic effects 1. the frequency
distribution of relative FLT3 expresson (Figure &); 2. the
low MRD values observed during mid-induction in patlents with
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high FLT3 expression (Figure 6); and 3. significantly lower FLT3
expresslon levels in samples from relapsed patlents (Figure 7).

Gheen these results, the detalled bidogical effects and prognostic
impact of FLT3 expression levels should be further investigated,
particulady in the context of the potential wse of FLT3 inhibitors
Addittonally, 1t & important to not only foous on transcript
expression levels but alo evaluste the troe funcional impact of
FLT3 by assessing receptor saturation or activation

4.3 Limitations

The small sample size, particularly glven the low frequency of
FLT3 mutations, aong with the limited follow-up time for the
patients, constraing the interpretation of owr findings and
underscores the necessity for continued research In this area We

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude

105589 fped 202 4 1505060

acknowledge the inherent limitations of Restriction Fragment
Length Polymeorphism (RFLP) and fragment analysis in detecting
low-frequency FLT3 mutations, especially when compared to the
enhanced sengtivity of Next-Genermtion Sequencing (NGS).

Mevertheless, considering the potential for direct and shart-term
benefits for selectad patlents, we belleve it is crucial to disseminate
our fndings even with the limitel follow-up period. In light of
these  lmitations, we asert that ow findings contribute
meaningfully to the understanding of FLT3 mustation prevalence
and advocate for further research and investreent In comprehensive
isolecular disginestics in sillar conteacts

4.4 Perspectives

Predinical studies and case mports provide evidence
supporting the wse of FLT3 inhibitors in specific subgroups of
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B-ALL patlents (3, 45, 46, 56). However, dlthough the use of FLT3
inhibitors has been suggested as a therapeutic option for B-ALL
patients for nearly two decades, studies exploring this approach
remaln scarce (46, 56).

We propose that In selected cases, alongdde MRD assessment,
evaluating FLT3 status (mutstion o expresion) may serve as an
additional tool in guding trestreent strategies For instance, in
patients with persitent MRD following induction or in relapse
cases with FLT3 mutations or Increased expression, FLT3 Inhibitors
oould be comsldered 2 salvage treatment. Another option & to use
FLT3 inhibitors in combination with conventional chemotherapy to
reduce the required doses in patients with a favorable progoosis.
FLT3 inhibliors msay also be benefickl for patents with FLT3
mutation or overexpression where high-dose chemotherapy ks
contraindicated, such as in cases of infection or toxicity.

5 Conclusion

In conclusion, although we did not find consistent data regarding
the impact of FLTF mutations or elevated FLT3 expresion levels on
patient pesponse (measured by MRD walues after induction) o
relapse pates, our findings suggest that FLT3 alemtions — whether
genetic or expression-related —esert a biological influence on the
belador of leukemic celk and may complement traditional tols
wsed to enhance B ALL charscterization. Moreover, these alterations
sy help guide thempeutlc stestegles for slectsd B-ALL patients by
utilizing FLT3 inhibitors

Currently, there is no evidence supparting the indusion of FLT3
inhibitors as a first-line therapeutke approach for B-ALL patlenis
with FIT3 altemtions However, we belleve that in cases of
persigtent MRD  positivity following  induction  thempy ar in
instances of relapse, the use of FLT 3 inhibitors should be considered
s salvage themapy for patients with FLT3 mutations or elevated
FLT3 expresion. An additonal, somewhat more ambltous
possilality worth exploring is the combination of FLT3 inhibitors
with conventional treatment to reduce chemotherapy doses.

This hypothess requires validation in larger cohorts and through
studies utlizing samples collected at different stages of leukemia
treatment Despite fese lmitations, our study highlights a relatively
unexplored aspect of B-ALL with promising transhtional potential,
paving the way for more personal zed treatrsent approaches.
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Introducéo

Apesar das elevadas taxas de sobrevida das Leucemias Linfoides Agudas
de células B (LLA-B) na infancia, o manejo de pacientes com recidiva ou
refratariedade a terapia ainda & wum desafic. A elucidagdo da
l=ucemoeénese por meio do seguenciaments de nova geragdo (NG5 tem
sido promissora e pode direcionar condutas que modifiquem a evolugio
dos pacientss

Caso clinico

Paciente de 26 meses, sexo feminino, sem comorbidades, admitida por
dor abdominal & em membros inferiores. Ao exame fisico: palidez e
adenomegalias submandibular e inguinal. Ao hemograma: anemia (Hb 9,1
mgidl; Ht 29,5%], sem alteracfes numéricas de leucdcitos e plaguetas
Todavia, com blastos em lAmina de sangue periférico. Mielograma: 74% de
blastos e imunofenotipagem de medula d=sea compativel com diagndstico
de LLA-B; lguor sem evidéncias de infiltragio em SMC. Apresentou
carigtipo (46,XX) e pesguisa de translocag@es por RT-PCR com a fuslo
ETVE-RUNXI. Mo NGS5, confirmou-se a t{12;21) e dentificou-se a fusao
RUNXI-CTCI. Foi iniciade o tratamento pelo protocolo ALL 1C BFM 2009
adaptado. Evoluiu com boa resposta, apresentando wvalores de DRM no
D13=0,11% & D33=0,006%, sendo, portanto, classificada como risco
intermedidrio. Mo D78 (DRM indetectavel), mas na 90% semana do
tratamento, apresentou leucocitose com blastos em zangue periférico. O
AMO confirmou a recidiva medular, isolada e precoce, 23 meses apds o
primaire diagndstico com DRM=8158%. A avaliacac da recidiva por NG5
evidenciou as mesmas alteragies do diagndstico anterior. Iniciou o
tratamento pelo protocolo BFM para LLA recaida de 2002 (grupo de alto
risco, 53). A paciente apresentou refratariedade ao tratamento, com valor
de DRM pés-ciclo F2=20%. Foi indicado usc de blinatumomabe, apids o
qual, a pacients ainda s mantinha refrataria (DRM=84, 7%). Foi instituldo
outro resgate contendo um inibidor de proteassomo, em 2 ciclos,
possibilitando o controle da doenga, pds-22ciclo, com redugdo da DRM a
0,03%. A crianga realizou outro ciclo de blinatumomabe, resultando em
negativagio da DRM, possibilitando o TMO com doador aparentado, 10
meses apds a recidiva. A pacients exibiu DRM indetectdwel em D+30,
O+60, D+90, +4 & +6 meses no pos-TMO, com tempo de sobrevida de 42
meses.

A fuso ETVB-RUNX! é associada ao bom progndstice nas LLA-B(1)
Contudo, outras formas de mutagbes somaticas do gene AUNXT remetem a
neoplasias de pior progndstico (2). O gene componente do complexe de
replicagdo do telomere C5T 1 (CTCI) garante o alongamento & a protegio
contra a degradagio telomérica (3). Existe uma comelagdo positiva entre
comprimento telomérico e leucemogénese (OR=1.07 95% Ci=100-1.14;
o=0.044) (3), também evidente em casos de recidiva (OR=1.19; 95%
Ci=1.01-140; p=0.043) (3). HA associagio entre a presenga de blastos de
LLA-B & o gene CTCIT (p=0.002)(4), indicando que o gens CTCI pode ser
utilizado coma biomarcador para as LLA (4).

Conclusao

Mo casoc descrite, ©0s métodos diagndsticos tradicionais foram
inzuficientes para justificar a agressividade da doenga, enguanto o NGS
ampliou o potencial diagndstico, revelando uma nova fuso que pode
explicar o comportamento fora dos padries esperados.
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Introducéo

Desde a sua incorporagdo como ferramenta para avaliagdo de resposta ao
tratamento, a DRM =2 consolidou como o principal fator progndstico na
Leucemia Linfdide Aguda (LLA). O trabalho foi desenvolvido para avaliar a
correlacdo entre valores de DRM em diferentes momentos & as taxas de
sobrevida global (SG) dos pacientes tratados em uma instituigdo pablica de
referéncia no Brasil.

Objetivos

O objetivo do estudo foi avaliar se os valores de DRM aferidos durants e
apis a quimicterapia de indugio de criangas com diagndstico de LLA B
interferem nas taxas de sobrevida global dos pacientes tratados em
instituigio pablica de referéncia no Brasil
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Metodologia

Foram avaliados 122 pacientes com idade entre 1 e 18 anos com diagndstico
de LLA 8 admitidos no HCS de julho de 2018 a setembro de 2022, tratados
pelo protocolo EFM ALLIC 2008 adaptado. A DRM, realizada por citometria
de fluxo {8 cores) foi aferida nos dias D13, 033 e D7E. Foram avaliadas curvas
de 56 considerando dois grupos distintos de pacientes de acordo com a
positividade da DRM aferida em trés diferentes momentos: D13, D33 e D738
walores de DRM supenores a 0,01 foram considerados como positivos.

Resultados

A5 taxas de SG dos pacientes com DRM negativa foram marcadamente
superiores 4s taxas de 56 dos pacientes com DRM positiva, especialmente
guando considerados os valores aferidos no D13 (97% X 713%; p=0,01) e D33
[23% X 42%; p<0001). Quando consideramos o D78, embora a 5G dos
pacientes com DRM negativa temha se mostrado superior, o achadoe ndo foi
estatisticamente significativo [p»0,03). Acreditamos gue possivelments essa
diferenga se mostre evidente com a ampliagio do nimero amostral

Conclusao

Nossos achados apontam para o valor da avaliagio da DRM no D33, ndo
preconizado pelo 8FM, mas adotado em protocolo adaptado na instituigio.
Algm disso, os dados confirmam a relevancia da DRM como ferramenta
para avaliagio de resposta 3o tratamento & suUa importancia como fator
preditivo de progndstico em criangas com LLA B
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ANEXO 5 - IMUNOFENOTIPAGEM PARA DIAGNOSTICO DE LEUCEMIAS
AGUDAS POR CITOMETRIA DE FLUXO NO HCB

Procedimento para marcacado de anticorpos monoclonais e analise para o exame de
imunofenotipagem para diagnéstico de leucemias agudas por citometria de fluxo de
pacientes da onco-hematologia do HCB

DESCRI(;AO DO PROCESSO
Amostras

Tipo: Aspirado de medula 6ssea ou sangue periférico.

Coleta: Dois mililitros (2 mL) de aspirado de medula 6ssea ou sangue periférico
coletados em tubo estéril com anticoagulante EDTA ou heparina.

Temperatura: Temperatura ambiente até o processamento.

Estabilidade: até 48 horas apos a coleta.

Armazenamento: Temperatura ambiente até o processamento. Apdés o
processamento as amostras sdo armazenadas sob refrigeracéo de 4°C a 8°C por sete
dias.

Descarte: Os frascos sdo descartados em saco branco leitoso, proprio para a
destinacdo de residuos infectantes. Ao final do dia, este residuo é recolhido pela
equipe de limpeza do HCB.

Horario de recebimento de amostras: As amostras devem ser entregues ao LPT
imediatamente apds a coleta. De segunda a quinta das 07:00 as 18:00h, as sextas e
vésperas de feriados das 07:00 as 16:00h.

Materiais e Equipamentos

Tubos de poliestireno de 5 mL 75 mm x 12 mm, compativeis com o citbmetro
FACS Canto II;

Estante para tubos de citometria;

Pipetas automaticas (P10, P200 e P1000);

Ponteiras estéreis (10 pL, 200 pL e 1000 pL);

Pipeta Pasteur;

Centrifuga;

Agitador de tubos tipo vortex;

Geladeira com temperatura de 4°C a 8°C;

Descarte com solucéo de hipoclorito de sodio a 1%;
Local escuro para incubacao em temperatura ambiente;
Crondmetro;

Citémetro de fluxo (BD FACS Canto II).
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Reagentes

Solucéo de lise de hemacias;

Kit de fixacdo e permeabilizacéo celular;
Anticorpos monoclonais;

Solucéo isotbnica FACSFlow;
Hipoclotiro de sédio a 1%.

EPI'S

Luvas descartaveis nao estéreis / Oculos / Jaleco

Protocolos de Marcacao de Leucocitos

Quando a suspeita é leucemia aguda, primeiramente é avaliado o esfregaco
sanguineo para verificar se ha presenca de células leucémicas (blastos). Uma vez
confirmado a presenca de blastos, é necessario fazer o processamento primeiramente
de um tubo de triagem de leucemia aguda para definir a distincdo entre LMA, LLA-B
ou LLA-T. Apds a confirmacdo do tipo de leucemia aguda, sera realizado o
processamento de tubos adicionais para definicdo de estagio de maturacao, presenca
de anticorpos aberrantes e alterac6es imunofenotipicas, que serdo importantes para
a avaliacdo de Doenca Residual Minima posteriormente. No anexo 1, sdo mostrados
0s painéis de anticorpos monoclonais que sdo usados de acordo com protocolos
estabelecidos pelo laboratério.

Marcacédo de tubo de triagem para leucemia Aguda

Pipetar os anticorpos em tubo compativel com o citbmetro de fluxo de
acordo com painel de imunofenotipagem estabelecido pelo laboratério,
respeitando a titulacdo de cada anticorpo.

Adicionar o volume de sangue equivalente a 106 leucdcitos. Caso o volume
de sangue pipetado seja menor que 100 pL, completar o volume para 100 pL
com FACSFlow.

Homogeneizar e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente (gaveta).

Adicionar 100 pL de solucéo estabilizante (etapa necesséaria para fixar as
células).

Homogeneizar e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente.

Adicionar 2 mL de FACSFlow e centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
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Desprezar o sobrenadante vertendo todo o tubo.

Adicionar 100 pL de solucéo para permeabilizar a membrana celular (etapa
necessaria para que o anticorpo intracitoplasmatico chegue ao citoplasma da
célula).

Incubar durante 5 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Pipetar os anticorpos intracitoplasméticos de acordo com painel de
imunofenotipagem estabelecido pelo laboratorio, respeitando a titulagdo de
cada anticorpo.

Incubar durante 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.
Adicionar 2 mL de FACSFlow e centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
Desprezar o sobrenadante vertendo todo o tubo.

Adicionar 2 mL de FACSFlow e centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
Desprezar o sobrenadante vertendo todo o tubo.

Ressuspender o pellet com 300-500 yL de FACSFlow.

Adquirir 100.000 eventos ou todo o liquido contido no tubo no citometro
FACSCanto II.

As células fixadas com o kit de fixagdo e permeabilizacéo celular podem
ser armazenadas entre 2° a 8°C, ao abrigo da luz por até 24 horas.

Expansao de painéis — Protocolo de superficie (anticorpos de membrana)
(Anexo 1)

O protocolo de superficie € realizado nos tubos: Tubo 1 de LLA-B, Tubo 4
de LLA-T e tubos de 1 a 6 de LMA.

Pipetar os anticorpos em tubo compativel com o citbmetro de fluxo de
acordo com painel de imunofenotipagem estabelecido pelo laboratério,
respeitando a titulacéo de cada anticorpo.

Adicionar o volume de sangue equivalente a 106 leucdcitos. Caso o volume
de sangue pipetado seja menor que 100 pL, completar o volume para 100 pL
com FACSFlow.

Homogeneizar e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente (gaveta).

Adicionar 2 mL de de solugéo de lise 1 X. Homogeneizar em vortex. Incubar
por 10 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.
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OBS: O preparo e a quantidade de solugao de lise a ser adicionada no tubo
pode variar de acordo com o fabricante da solucdo. Antes de usar, leia o
procedimento técnico para definir o protocolo a ser usado.

Centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
Desprezar sobrenadante. Verter o tubo no descarte de residuos biolégicos.

Adicionar 2 mL de FACSFlow, homogeneizar e centrifugar durante 5
minutos a 2500 rpm.

Desprezar sobrenadante. Verter o tubo no descarte de residuos biologicos.
Ressuspender o pellet com 300 a 500 pL de FACSFlow.
Adquirir 100.000 eventos no citometro FACSCanto II.

Expansdo de painéis — Protocolo intra-citoplasmético (anticorpos
destacados em vermelho nos painéis)

O protocolo intra-citoplasmatico € realizado nos tubos: Tubo 2 de LLA-B,
Tubos 1, 2 e 3de LLA-T e tubo 7 de LMA/SMD.

E necessario usar um kit de reagentes de fixagédo e permeabilizacéo para
que 0s anticorpos intra-citoplasmaticos cheguem até o citoplasma das células.

Pipetar os anticorpos de superficie em tubo compativel com o citbmetro de
fluxo de acordo com painel de imunofenotipagem estabelecido pelo laboratério,
respeitando a titulacdo de cada anticorpo.

Adicionar o volume de sangue equivalente a 106 leucécitos. Caso o volume
de sangue pipetado seja menor que 100 pL, completar o volume para 100 pL
com FACSFlow.

Homogeneizar e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente (gaveta).

Adicionar 100 uL de solucéo estabilizante (etapa necessaria para fixar as
células).

Homogeneizar e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente.

Adicionar 2 mL de FACSFlow e centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
Desprezar o sobrenadante vertendo todo o tubo.

Adicionar 100 pL de solucéo para permeabilizar a membrana celular (etapa
necessaria para que o anticorpo intracitoplasmatico chegue ao citoplasma da
célula).
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Homogeneizar até desgrudar o botdo de hemécias do fundo do tubo e
pipetar os anticorpos intra-citoplasmaticos de acordo com painel de
imunofenotipagem estabelecido pelo laboratorio, respeitando a titulacdo de
cada anticorpo.

Incubar durante 15 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.
Adicionar 2 mL de FACSFlow e centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
Desprezar o sobrenadante vertendo todo o tubo.

Adicionar 2 mL de FACSFlow e centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm.
Desprezar o sobrenadante vertendo todo o tubo.

Ressuspender o pellet com 300-500 pL de FACSFlow.

Adquirir 100.000 eventos ou todo o liquido contido no tubo no citometro
FACSCanto Il.

As células fixadas com o kit de fixacdo e permeabilizacédo celular podem
ser armazenadas entre 2° a 8°C, ao abrigo da luz por até 24 horas.

Anédlise da aquisicao
Os dados da aquisi¢cdo poderdo ser analisados posteriormente através dos
softwares para analise FACSDiva, Infinicity ou Kaluza.

Para analisar os eventos adquiridos no citbmetro é utilizada a estratégia de
andlise definida pelo laboratorio (Anexo 2).

Na estratégia de andlise retirar os doublets (particulas duplas ou grumos
celulares) através da selecdo de regides (gates).

Retirar os debris, selecionando apenas as células viaveis. Os debris sédo
restos celulares que podem na analise das populagfes celulares.

Identificar todas as populacdes celulares presente na amostra.

Avaliar a presenca ou auséncia de expressdo para todos os anticorpos
monoclonais utilizados para definir o fenétipo das células leucémicas.

A classificagédo das leucemias segue a classificagdao da WHO,2022.

Emissdo de Laudos

Os laudos séo liberados no sistema hospitalar MV de forma descritiva, onde
sao reportados todos os anticorpos utilizados, o nimero de eventos adquiridos
e 0 percentual de cada populacdo celular encontada na amostra com a
descricéo das expressdes dos anticorpos monoclonais.

A conclusdo diagnostica se baseia no imunofendtipo encontrada nas
células leucémicas.
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ANEXO 6 - TECNICA DE CITOGENETICA POR BANDAMENTO G

1. Preparacbes cromossOmicas feitas a partir de culturas de curto prazo de medula

0ssea por um procedimento convencional de secagem ao ar.

w N

vezes.

o g k&

Meio hipotonico: 0-075M KCI por 3-4 minutos a 37°C.

Células suspensas em fixador sdo secas ao ar em laminas limpas e secas.

Laminas selecionadas sao colocadas em posi¢ao horizontal

segundos e enxaguada duas vezes com solucéo salina isotbnica.

Fixacéo: 3 partes de metanol/1 parte de acido acético glacial. Fixador é trocado 3

Adiciona-se 0-25% de tripsina (Difco) em solucdo salina isotonica por 10-15

7. A preparacdo pode ser examinada, umido, por microscopia de contraste de fase

para avaliar o agdo da enzima nos cromossomos e, se considerado necessario,

exposto a mais um breve periodo de digestdo enzimatica.

o

3-5 minutos. Enxaguar em pH 6-8 amortecedor.

Coloracdo com Leishman (B.D.H.) diluido 1/4 com tampé&o pH 6-8 (G. T. Gurr) por

9. Se amancha for muito intensa, pode ser reduzida, através de lavagem em tampao

e se a mancha for fraca: Coloracéo adicional com Leishman.

10. Secagem da lamina, enxague em xilol, e colocacdo em meio de montagem neutro.

11. Os padrdes de faixas sdo muito semelhantes em cromossomos homodlogos e

asfaixas se estendem por ambas as crométides de uma maneira regular e

uniforme

e, &
,V agth o

'ti-k;:,

1. Propagacgédo de metafises.

sf 9%
g% g5
" y =
§ St s
- Eh I
Ps A 38
b i
g 8§

2. Cariotipo.
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ANEXO 7 - PESQUISA DE REARRANJOS GENICOS EM LEUCEMIAS INFANTIS
POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE APOS TRANSCRICAO REVERSA
(RT-PCR)

DESCRICAO DO PROCESSO

a. Amostra

Tipo: cDNA a partir de RNA extraido de leucdcitos de sangue periférico ou
aspirado de medula 6ssea.

Coleta: 3-4 mL de sangue periférico ou aspirado de medula 6ssea em um tubo
estéril contendo 0,5 mL de anticoagulante EDTA.

Preparo: homogeneizar gentilmente.
b. Materiais e Equipamentos

Capela de fluxo laminar

Estante para microtubos de 0,2 e 1,5 mL

Pipetas automaticas (p2, p10, p200 e p1000)
Ponteiras estéreis com filtro (10 pL, 200 pL e 1000 pL)
Microtubos de 0,2 mL estéreis

Geladeira a 4°C

Freezer a -80°C

Termociclador

c. Reagentes

Kit para PCR contendo TagDNA polimerase, dNTPs, tampéao e MgCl2;
Oligonucleotideos iniciadores (Primers).

d. EPI'S
Avental / Luvas descartaveis para procedimento ndo-cirargico.
e. Preparacao

Descongelar os cDNAs, reagentes para PCR e primers, homogeneizar e colocar
em banho de gelo.

Materiais e bancada: Qualquer material utilizado deve ser previamente
autoclavado e as superficies das bancadas, suportes e pipetas limpas
com etanol 70%, seguido de RNase AWAY.
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Protocolo

O procedimento foi adaptado do artigo de Van Dongen et al., (1999). A
pesquisa de translocacfes € feita com o0 uso de primers para deteccdo dos
hibridos ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-AF4, BCR-ABL1 e SIL-TAL, para
leucemias linfoides agudas, e AML1-ETO, PML-RARA, CBFB-MYH11 e BCR-

ABL1, para leucemias mieloides agudas.

As reacoes de PCR devem ser confeccionadas de acordo com o
imunofendtipo da leucemia. Se linfoide, utilizam-se pares de primers para
deteccao de ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-AF4, BCR-ABL1p190 e BCR-
ABL1p210 e SIL-TAL. Se Mieloide, séo utilizados primers para AML1-ETO, PML-
RARA, CBFB-MYH11 e BCR-ABL1p190 e BCR-ABL1p210. Além dos hibridos,
nos testes sdo incorporados um controle positivo para teste de qualidade da
amostra por paciente (gene da beta-microglobulina — 2m) e controles negativos

de cada par de primer.

Preparar os tubos de 0,2 mL, identificar com o cédigo do paciente e tipo de
hibrido pesquisado. Pipetar os reagentes de PCR, variando apenas 0s
pares de primers, conforme concentracéo final indicada na tabela a seguir:

[lestoque []final volume (ul)
H,O N/A N/A 11,0uL
Tpl0X 10X 1X 1,5ulL
MgCl, 50 mM 1,5mM 0,45 uL
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3ulL
Taq 5U/uL 0,75U 0,15uL
PRFwd 10uM 0,2uM 0,3ulL
PRRev  10uM 0,2uM 0,3ulL
cDNA N/A N/A 1,0ulL

TOTAL 15,0uL
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Os testes séo feitos em um volume final de 15 pL, contendo primers para
pesquisa dos hibridos de maneira separada (e.g, um hibrido ou ponto de quebra por
reacao). Apos finalizacdo dos mixes, os tubos devem ser colocados no termociclador
conforme ciclagem abaixo:

95°C 3 min 1x

95°C 30s

65°C 30s 35x
72°C 1min

72°C 5min 1x
4°C oo

Apos a ciclagem, os produtos de PCR sédo analisados em gel de agarose 1,5 %
em tampédo SB1X (NaOH 10 mM; &cido bérico 65,75 mM; pH 8,0), o gel é corado com
SYBR Green (Invitrogen) e fotodocumentado no sistema LPIX (Loccus).

Os pacientes cujas reacfes de PCR forem todas negativas e os controles
positivo e negativo funcionarem, o resultado é liberado como negativo. Para aqueles
pacientes em que a RT-PCR for positiva, € feito um teste confirmatorio por gene
hibrido utilizando mais dois pares de primers, um flanqueando mais externamente o
ponto de quebra (shifted) e o outro mais internamente (nested). Se positivo, 0
resultado esté confirmado e é liberado como positivo para o gene hibrido em questéo.

Os resultados séo digitados, revisados em forma de dupla-verificacéo e liberados
no sistema MV Soul.
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ANEXO 8 - PESQUISA DE P2RY8::CRLF2

Tipo de PCR: RT-PCR convencional

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude

Material utilizado no ensaio: cDNA sintetizado a partir de RNA total extraido de leucécitos
de aspirado de medula 6ssea.

Método de Purificacdo: Purificagdo pelo método do Trizol.

Primers utilizados:

Codigo LPT Nome do oligo Sequéncia
PRO0O55 PR 055 CACGAACACCTTCTCAAGCA
PR056 PR 056 AGCCTCCCAGCAGAAAGAC

Kit de PCR utilizado: Platinum Tag DNA Polymerase, Brasil (Invitrogen)

Protocolo:

1- Quantidade de material analisado: 1 ul de cDNA sintetizado a partir de 2
ug de RNA total.

2- Reacéo:
Reagente Concentracéo Concentragéo Volume
Estoque final (uL)
H.O N/A N/A 11,0
Tampao 10X 1X 1,5
MgCl» 50 mM 1,5mM 0,45
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3
Taq Polimerase 5 U/uL 0,75U 0,15
Primer FWD 10 uM 0,2 uM 0,3
Primer REV 10 uM 0,2 uM 0,3
cDNA N/A N/A 1,0
Volume final 15,0
3- Ciclagem:
Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacdao inicial 95 3 min
Desnaturacao 95 30s
Anelamento 68 30s
Extenséo 72 60 s
Extensdo final 72 5 min

35X
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| Conservacéo | 4 | Hold

Nome do programa no termociclador: CRLF2
4- Analise:

Método: Gel de agarose 1,5% com Brometo de Etideo. Corrida de 30
minutos a 90 V (Cuba mini).

Bandas esperadas:
Gendtipo Banda Tamanho esperado

Mutado Mutado 290
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ANEXO 9 - AVALIACAO DE EXPRESSAO GENICA DO FLT3 POR PCR EM TEMPO
REAL

DESCRICAO DO PROCESSO

Reagentes e Equipamentos:

Sistema de PCR em Tempo Real QuantStudio 5

Mistura Master de PCR SYBR™ Green 2x (ThermoFisher Scientific)

Primers:

FLT3:

« Forward (FWD): AGGGACAGTGTACGAAGCTG
+ Reverse (REV): GTCGTGCTTAAAGACCCAGAG
Genes de referéncia:
HPRT1:

. Forward (FWD): TGACACTGGCAAAACAATGCA
. Reverse (REV): GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

« Forward (FWD): TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT
« Reverse (REV): TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT

Condicdes de Amplificacéo:

Estagio de manutencéo:
« 2 minutos a 50°C
« 10 minutos a 95°C
Ciclos (40 vezes):
= 95°C por 15 segundos
= 60°C por 1 minuto

Analise da curva de fuséo foi realizada para avaliar a especificidade do amplicon.
Analise de Dados:

Para determinar a quantificacdo relativa (RQ) da expressao génica, 0s

dados foram analisados usando o método de quantificacdo comparativa Ct
(AACH).

A quantidade de cada mRNA, normalizada para os genes de referéncia
endégenos (HPRT1 e B2M) e relativa ao valor mediano como calibrador, foi
convertida em quantificacao relativa pela formula: 2—AACt.
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ANEXO 10 — CRITERIOS DA A:SSOCIAQAO DE PATOLOGIA MOLECULAR
(AMP) PARA CATEGORIZACAO DE VARIANTES BESEADA EM EVIDENCIAS

Significado Clinico

Nivel de Evidéncia

=38 Forte significado Nivel A
clinico Tratamento aprovado pelo FDA incluido em “guidelines”
profissionais
Nivel B
Estudos bem fundamentados com consenso de espcialistas na
area
11(:1772 | Significado clinico Nivel C
potencial Tratamento aprovado pelo FDA para diferentes tipos de tumor
ou tratamentos em investiga¢do. Varios pequanos estudos
publicados com alguns consensos
Nivel D
Estudos pré-clinicos ou relatos de poucos casos sem consenso
estabelecido.
11(:17<F 1 Significado clinico Auséncia de publicagdo com evidéncias convincentes de
desconhecido associacdo com cancer
1F= 0| Variantes benignas | Auséncia de evidéncias de associagdo com cancer publicadas
ou provavelmente
benignas
Li et al, 2017
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