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RESUMO

Atualmente, a estratificacdo de risco do grupo European LeukemiaNet (ELN) para
leucemia mieloide aguda (LMA) é a mais aplicada na pratica clinica, mas alguns
autores defendem seu refinamento. Este estudo propde-se a avaliar o impacto
isolado e aditivo de marcadores moleculares no desfecho clinico de pacientes
adultos com LMA. Para isso, trés coortes foram utilizadas: The Cancer Genome
Atlas (TCGA) como coorte de desenho e duas coortes de validagcdo, uma externa
disponivel publicamente (GEO: GSE6891) e uma interna de pacientes tratados em
hospitais brasileiros. N6s demonstramos que as mutacées no gene DNMT3A de
maneira isolada ou em cooperagdo com mutacoes NPM1 e FLT3-ITD impactam de
maneira adversa o desfecho de pacientes LMA. A hiperexpresséo de ID1 foi um
preditor negativo para a sobrevida global (SG) na coorte TCGA e na coorte de
validacdo interna. NOs propomos, também, um indice prognéstico baseado em
transcriptoma (IPT) a partir do impacto aditivo da expressao dos genes PDET7B,
IGF2BP3 e ST6GALNAC4. O IPT foi um fator progndéstico independente para a SG,
sobrevida livre de doenca e de eventos de pacientes com LMA, foi capaz de refinar a
classificagdo ELN2010 e foi validado na coorte externa GSE6891. Entretanto, o IPT
nao foi validado em uma coorte interna de pacientes da “vida real”. O numero de
pacientes, o curto tempo de seguimento e as diferentes metodologias de andlise de

expressao génica podem ter limitado as analises.

Palavras-chave: leucemia mieloide aguda; prognostico; mutacdes; transcriptoma.



ABSTRACT

Currently, the risk stratification for acute myeloid leukemia (AML) of the European
LeukemiaNet (ELN) group is the most applied in clinical practice, but your refinement
is necessary. This study aims to assess the isolated and additive impact of molecular
markers on the outcome of adult patients with acute myeloid leukemia. For this, three
cohorts were used: The Cancer Genome Atlas (TCGA) as a training cohort and two
validation cohorts, one external publicly available (GEO: GSE6891) and one internal
of patients treated in Brazilian hospitals. We demonstrate that mutations in the
DNMT3A gene alone or in cooperation with NPM1 and FLT3-ITD mutations
adversely impact the outcome of AML patients. ID1 overexpression was a negative
predictor of overall survival (OS) in the TCGA cohort and in the internal validation
cohort. A transcriptome-based prognostic index (TPI) based on the additive impact of
the expression of the PDE7B, IGF2BP3 and ST6GALNAC4 genes was also
proposed. TPI was an independent prognostic factor for OS, disease-free and event-
free survival of patients with AML, was able to refine the ELN2010 classification, and
was validated in the external cohort GSE6891. However, the TPl has not been
validated in an internal cohort of “real-life” patients. The number of patients, the short
follow-up time and the different methodologies for analyzing gene expression may
have limited the analyses.

Key words: acute myeloid leukemia; prognosis; mutations; transcriptome.
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1 INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é a leucemia mais frequente em
adultos e apresenta alto risco de recaida e elevada taxa de mortalidade.
Alteracbes genéticas sequencialmente adquiridas pelas células tronco e
progenitoras hematopoiéticas perturbam a hematopoese por bloqueio da
diferenciacéo, proliferacdo descontrolada e inibicdo da apoptose. Com isso,
células blasticas imaturas ou parcialmente diferenciadas com capacidade de
auto-renovacdo se acumulam, primeiramente, na medula O0ssea e entdo
infiltram o sangue periférico e 6rgdos, impedindo suas funcdes. Apesar de
apresentar sintomas e implicacfes clinicas similares, a LMA é uma doenca
heterogénea apresentando um amplo espectro de subtipos com diferencas
citogenéticas e moleculares e no desfecho clinico.

As trés ultimas décadas foram marcadas por um grande esforco para se
identificar marcadores biologicos capazes de fornecer informacdo nao
redundante para refinamento prognostico de pacientes com LMA.
Consequentemente, uma quantidade notavel de alteracdes citogenéticas e
moleculares foram identificadas e usadas para definir grupos de pacientes com
prognoésticos distintos. Nesse contexto, o grupo colaborativo European
LeukemiaNet (ELN) propds uma estratificacdo de risco para os pacientes com
LMA, baseada no impacto de alteracfes citogenéticas e mutacbes somaticas
bem definidas (NPM1, FLT3-ITD, CEBPA, RUNX1, ASXL1 e TP53) no
desfecho clinico desses pacientes. Essa proposta corresponde a mais
amplamente aceita e aplicada na pratica clinica. No entanto, ainda existe uma

grande heterogeneidade na resposta ao tratamento dos pacientes em cada um
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dos grupos de risco, principalmente no grupo intermediario, o que chama a
atencao para o refinamento dessa proposta.

Com o avanco no uso das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo uma ampla gama de novos marcadores e de perfis de cooperacéo
mutacional tem sido descritos e podem contribuir para o aperfeicoamento
dessa classificacdo. Nesse contexto, foram propostos diversos painéis de
estratificacdo de risco alternativos baseados em novas mutacfes somaticas e
em cooperacfes mutacionais ou até na expressao alterada de genes. Apesar
do uso dos dados de expressdo génica como ferramenta progndstica ser
complexo, pois trata-se de variavel continua, alguns marcadores moleculares
como a hiperexpressao dos genes EVI1 e BAALC, séo utilizados em painéis de
biomarcadores prognosticos ao diagndstico de forma padronizada e foram
validados por diversos centros. Nesse contexto, € possivel que biomarcadores
progndésticos baseados na expressao génica possam ser utilizados na rotina
diagnéstica com a devida padronizacéo.

Ademais, a maioria dos trabalhos sobre marcadores moleculares
prognoésticos sao realizados em coortes de pacientes de ensaios clinicos
controlados e sdo concentrados em populacbes dos EUA e Europa, o que
significa dizer que a aplicabilidade pratica desses estudos € completamente
desconhecida para a maioria dos pacientes do mundo. Diante disso, este
trabalho tem como objetivo avaliar o impacto isolado e aditivo de marcadores
moleculares no desfecho clinico de pacientes adultos com LMA, na tentativa de
oferecer informacé&o adicional para o refinamento da estratificacado de risco dos

pacientes, e validar os achados em uma coorte de pacientes da “vida real”.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A leucemia mieléide aguda (LMA) constitui um grupo heterogéneo de
doencas hematoldgicas caracterizadas pelo acamulo de células progenitoras
hematopoiéticas com alteragcbes genéticas somaticas adquiridas. Tais
alteracdes afetam os mecanismos normais de auto renovacao, proliferacao e
diferenciacdo, tornando as células progenitoras anormais incapazes de se
diferenciarem e com vantagem de crescimento e sobrevivéncia em relacdo as
normais. Consequentemente, estas células progenitoras anormais se
acumulam na medula 6ssea (MO), levando a falha da MO e morte. O
envolvimento do sangue periférico é frequente com um quadro de anemia,
neutropenia, plaguetopenia e presenca de mieloblastos. A infiltracdo de érgéos,
como figado, baco e pele, por sua vez, podem ocorrer, mas sao infrequentes
(JACOMO et al., 2017; ESTEY, 2018).

A LMA é a leucemia mais frequente em adultos. Dados epidemioldgicos
dos Estados Unidos (EUA) mostram que a incidéncia de LMA entre os adultos
tem sido maior do que qualquer um dos outros 3 subtipos de leucemia
(leucemia linféide aguda, leucemia mieloide crénica e leucemia linfoide crénica)
até 2017 (Song et al., 2018; Shallis et al., 2019) (Figura 1). Em 2018, o banco
de dados GLOBOCAN produzido pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
o Céancer estimou 437.033 novos casos de leucemias e 309.006 mortes em
todo o mundo (Bray et al.,, 2018). Tem sido estimado que aproximadamente
21.450 adultos serdo diagnosticados com LMA em 2019, nos EUA, e que de
todos os subtipos de leucemia, a LMA é a maior causa de Obito (Figura 1),

apresentando a quinta pior sobrevida global em 5 anos por tipo de cancer nos
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EUA. Paises europeus tém registrado taxas de incidéncia semelhante aos EUA

(Song et al., 2018; Shallis et al., 2019).

No Brasil, a incidéncia de LMA é desconhecida, uma vez que o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) relata apenas dados referentes as leucemias em
geral. Para o triénio 2020-2022, o INCA estima 5.920 casos novos de leucemia
em homens e 4.890 em mulheres para cada ano. Esses valores correspondem
a um risco estimado de 5,67 casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 casos
novos para cada 100 mil mulheres, ocupando a nona e a décima posicoes
entre 0s tipos de cancer mais incidentes entre homens e mulheres,
respectivamente. O estado de Pernambuco tem uma taxa estimada de 5,33

casos para cada 100 mil homens e 3,88 casos para cada 100 mil mulheres

(INCA, 2019).
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Figura 1. Nimero estimado de novos casos e de morte dos subtipos de leucemia nos Estados
Unidos para 2019. Legenda: LMA: leucemia mieloide aguda; LLA: leucemia linfoide aguda;
LMC: leucemia mieloide crénica; LLC: leucemia linfoide crénica (Fonte: Shallis et al., 2019
modificado).
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2.1.1 Fisiopatologia da LMA

Carcinogénese € um processo gradual em que a aquisicao de alteracdes
genéticas, tais como variagdo no numero de coOpias, rearranjos génicos,
mutacBes em genes e alteracdes epigenéticas, dirige a evolugcdo das células
somaticas a um estado pré-neoplasico e, eventualmente, até clones
neoplasicos que apresentam disturbios da proliferacdo celular, bloqueio da
diferenciacéo e apoptose e estratégias de escape imune (Hartmann e Metzeler,
2019).

Na hematopoese, divisbes celulares assimétricas das células tronco
hematopoéticas (CTH) resultam na manutencdo de um pool de CTH, bem
como na formacao de células mais diferenciadas. A expanséao e diferenciacéo
das CTH para progenitores de linhagens especificas e, por fim, para células
maduras ocorre dentro do microambiente da medula 6ssea sob a influéncia de
multiplos fatores reguladores: citocinas pleiotropicas e linhagem especifica,
fatores de transcricdo, o préprio microambiente da medula éssea e numerosas
proteinas sinalizadoras. Clones neoplasicos podem se originar de CTHs
pluripotentes ou de células progenitoras mieloides mais comprometidas a partir
de alteracBes genéticas e epigenéticas, e o fenotipo resultante de malignidade
pode ser determinado por essas alteracdes, bem como pela célula de origem
(Hartmann e Metzeler, 2019; Zeisig et al., 2021).

Além dos fatores genéticos, estudos epidemiolégicos sugerem que
fatores ambientais e ocupacionais também estdo envolvidos na etiologia da

LMA, embora esse processo nao seja inteiramente esclarecido e muitos casos
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de LMA permanecam sem uma etiologia clara (Belson et al., 2007; Linet et al.,

2018; Shallis et al., 2019).

A substancia quimica mais consistentemente identificada como
leucemogénica é o benzeno, mas outras substancias como formaldeido e
pesticidas também foram associadas a risco para LMA em trabalhadores
expostos (Linet et al., 2018). O tratamento de outras neoplasias com agentes
quimioterapicos e radioterapia esta associado a um risco aumentado para a
LMA e, nesse caso, levam ao desenvolvimento de um subtipo secundario, de
pior prognostico, classificado, segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) em 2016, no subgrupo de “neoplasias mieloides relacionadas a terapia”
(Arber et al., 2018). Obesidade e tabagismo também séo considerados como
fatores de risco para o desenvolvimento da LMA associados ao estilo de vida.
Além disso, a predisposicdo hereditaria pela presenca de mutacfes
germinativas ou alteracbes cromossbmicas congénitas € descrita. Mais
recentemente, a presenca de hematopoese clonal tem sido descrita como um
fator de risco para a LMA (Boddu et al., 2017; Linet et al., 2018; Shallis et al.,

2019).

Mais de 300 translocacdes e/ou inversdées cromossdmicas foram
descritas e estdo envolvidas na fisiopatologia dessa doenca (Velloso et al.,
2011; Dohner et al., 2017). Translocacdes cromossémicas na LMA d&o origem
a genes de fuséo no local das quebras cromossdmicas, com isso, 0s éxons dos
genes envolvidos se tornam justapostos e formam um Unico gene de fuséo,
gue da origem a uma nova proteina hibrida com caracteristicas Unicas. Os
alvos mais frequentes desses eventos na LMA sao genes que codificam fatores

de transcricdo importantes para o desenvolvimento hematopoiético normal,
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que, depois da recombinacdo, ddo origem a genes hibridos que codificam
proteinas de fusdo com funcbes alteradas, resultando em perda da funcéo e
bloqueio da diferenciacdo (Alcalay et al., 2001; Faber et al., 2016; Al-Harbi et
al., 2020).

Os parceiros desses genes envolvidos nas translocacbes da LMA
codificam para proteinas que sdo muito mais heterogéneas em termos de
funcdo. A contribuicdo desses parceiros para o potencial leucemogénico das
proteinas de fuséo ainda ndo é tdo claro. Entretanto, sua presenca parece ser
fundamental para ao menos alguns dos efeitos bioldgicos dessas proteinas.
Muitos deles tém funcdes fisioldgicas associadas com a regulacdo do ciclo
celular e apoptose (Alcalay et al., 2001; Yang et al., 2016). Essas proteinas de
fusdo tém se mostrado necessarias, mas ndo suficientes para a
leucemogénese, sugerindo que atuem juntamente com outras classes de
mutacBes para culminar na transformacéo leucémica (Hyde et al., 2015; Faber
et al., 2016; Madan et al., 2018).

Ha aproximadamente duas décadas, Gilliland e Griffin apresentaram um
modelo para o processo leucemogénico da LMA, chamado de two hit model
(Figura 2). Segundo este modelo, o desenvolvimento da LMA é considerado
um processo multipasso que requer a colaboracao de pelo menos duas classes
de mutacdes. Este modelo compreende as mutacdes de classe |, que ativam
vias de transducdo de sinal e conferem vantagem proliferativa as células
hematopoiéticas, e as mutacdes de classe Il, que afetam fatores de transcrigdo
e primariamente impedem a diferenciacdo hematopoiética (Gilliland e Giriffin,

2002).
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Mutacbes que afetam os genes FLT3, KIT e os da familia RAS sé&o
consideradas mutacdes de classe |, enquanto que alteragcbes cromossdémicas
como t(8;21), inv(16) e t(15;17), que geram, respectivamente, 0S rearranjos
génicos RUNX1/RUNX1T1, CBFB/MYH11 e PML/RARA, juntamente com as
mutacdes nos genes RUNX1, CEBPA e MLL sao consideradas de classe Il. De
acordo com esse modelo, o acimulo de mutac@es de classe | e Il culminaria no
desenvolvimento de progenitores hematopoéticos transformados, capazes de

propagar o fenétipo leucémico (Gilliland e Griffin, 2002).

Mutagées de classe | Mutagdes de classe ||
FLT3-TD | Sebciakii
AML1-ETO
FLT3 DB35Y CBFB-MYH11
mutactes N- ou K-RAS fusies MLL

Conferem vantagem Interferem primariamente na
proliferativa e/ou de sobrevida, diferenciacéo hematopoiética e
mas néo afetam a diferenciacéo subsequentemente na apoptose

LMA

Figura 2. Diagrama esquemético do modelo Two Hit de coopera¢do mutacional (Fonte:
Gilliland e Griffin, 2002 modificado)

Nos ultimos anos, entretanto, tem sido identificado mutacdes em genes
gue nao obedecem a nenhuma das duas classes, sugerindo que as mutagdes
de classe | e Il s&o apenas uma parte de um quadro mais complexo e, portanto,
o modelo “two-hit” ndo é mais adequado (Conway O’brien et al., 2014). Em

2013, com o uso de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo, o
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consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA) revelou que a LMA é uma doenca
heterogénea com quase 2.000 genes apresentando mutacdes somaticas
analisadas em 200 pacientes com LMA. Diante desse panorama, foi proposto
uma classificacdo das mutacdes condutoras da LMA em nove categorias de
genes funcionalmente relacionados e que sao certamente relevantes para a
patogénese da LMA: fusGes génicas de fatores de transcricdo, gene codificante
da nucleofosmina (NPM1), genes supressores tumorais, genes relacionados a
metilacdo do DNA, genes de vias de sinalizacdo, genes modificadores da
cromatina, genes de fatores de transcricdo mieloide, genes do complexo da
coesina e genes do complexo do spliceossomo (Cancer Genome Atlas, 2013).

Padrbes de cooperacdo e exclusividade mutua entre essas mutacdes
condutoras tém sido relatados e sugerem forte relacdo entre esses genes e
categorias, sendo essa interrelacdo complexa de eventos genéticos importante
para a patogénese da LMA (Metzeler et al., 2016; Tyner et al., 2018).

Um padrao importante de exclusividade mutua relatado é o que ocorre
entre algumas mutacdes somaticas comuns na LMA (por exemplo, DNMT3A,
CEPBA, IDH1/2, e RUNX1) e os genes de fusdo envolvendo fatores de
transcricdo (Cancer Genome Atlas, 2013). Como relatado anteriormente, esses
genes de fusdo envolvendo fatores de transcricdo tem se mostrado relevantes
para a iniciacdo da doenca em ratos (Hyde et al., 2015; Faber et al., 2016).
Dessa forma, essa exclusividade matua sugere que essas mutacdes podem ter
funcBes na iniciagdo da LMA de maneira semelhante as fun¢des dos genes de
fusédo (Cancer Genome Atlas, 2013).

Entre os padrdes de cooperacdo mutacional relatados nas amostras de

LMA, a co-ocorréncia das mutacées FLT3-ITD, DNMT3A e NPM1 tem sido a
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mais frequente e importante cooperacdo entre trés genes. Amostras
apresentando mutacdes nesses trés genes apresentam caracteristicas clinicas
tipicas, sugerindo que amostras triplo-mutadas representam um novo subtipo
da LMA (Guryanova et al., 2016; Papaemmanuil et al., 2016; Tyner et al., 2018;

Garg et al., 2019).

Outro padrao de cooperacdo mutacional é o que ocorre entre mutacdes
em genes modificadores epigenéticos, incluindo DNMT3A, IDH1/2, ASXL1 e/ou
TET2 (Romer-Seibert e Meyer, 2021). Um estudo utilizando um modelo animal
apresentando duplo knockout em DNMT3A e TET2 observou que a perda
desses dois modificadores epigenéticos levou a expansdo dos compartimentos
das células tronco e progenitoras hematopoiéticas e reducao significativa da
sobrevivéncia em comparagcdo com animais com apenas uma delecéo,
mostrando assim a natureza cooperativa dessas mutacdes (Zhang et al., 2016).

Embora exista uma hipétese estocastica para a leucemogénese, grande
namero de evidéncias sustenta a hipdtese de que a LMA apresenta uma
organizacdo hierarquica clonal, de maneira semelhante a hematopoese normal.
Essa organizacado hierarquica se reflete na sua heterogeneidade celular, no que
diz respeito a morfologia, marcadores de superficie celular ou caracteristicas
funcionais. A LMA ¢ iniciada e sustentada por uma pequena populacdo de
células tronco leucémicas (CTL) com capacidade de auto-renovacao, a qual
produz uma progénie de progenitores mais maduros. Esses progenitores,
apresentam alta taxa proliferativa e limitada capacidade de diferenciagao e
assim d&o origem a uma populacdo de blastos leucémicos que constituem a
maioria das células leucémicas na medula 6ssea e sangue periférico dos

pacientes LMA (Martelli et al., 2009; Nepstad et al., 2020).
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A CTL pode surgir a partir de um progenitor hematopoiético
comprometido, como é o caso da LMA com presenca do gene de fusdo MLL-
AF9, ou de uma CTH, como € o caso da LMA com mutacdo no gene DNMT3A
(Yang et al., 2016; Garg et al., 2019). A evolucédo dessa doenca é dinamica e
ordenada seguindo a aquisicdo hierarquica de mutacdes condutoras (Loberg et
al., 2019). Essa afirmativa é reforcada pelo achado de que, frequentemente,
nesta doenca, tem-se uma mistura heterogénea de clones leucémicos, com
mais da metade dos tumores apresentando um clone fundador, que € o clone
que apresenta mutacdo com maior frequéncia de alelo variante (VAF — do
inglés variant allele frequency), e ao menos um subclone com mutacdes

adicionais (Cancer Genome Atlas, 2013; Bullinger et al., 2017).

Mutacbes com VAF proximo de 50% sdo mutacdes provavelmente
adquiridas precocemente e, potencialmente, iniciam os eventos durante a
leucemogénese. Entre essas mutacdes, estdo aquelas que ocorrem em
modificadores epigenéticos, como os genes DNMT3A, ASXL1, IDH1/2 e TET2.
Essas mutacbes sdo encontradas no clone fundador e quase sempre
associadas a outras mutacdes. Mutacdes ativadoras em genes de vias de
sinalizacao, tais como FLT3, KIT, NRAS e KRAS, por sua vez, comumente tém
VAF menores e, aparentemente, ocorrem mais tarde durante a evolucédo do
clone maligno. Esses conceitos sdo suportados pela andlise de amostras
pareadas no diagnostico e na remissdo. Mutacdes em DNMT3A, ASXL1,
IDH1/2 e TET2 permanecem sendo detectadas nas amostras de remisséo,
enquanto que mutagbes em FLT3, KIT, KRAS e outras sao perdidas com a
remissao da doenca (Metzeler et al., 2016; Papaemmanuil et al., 2016; Yang et

al., 2016; Bullinger et al., 2017).
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Mais recentemente, os estudos de sequenciamento do genoma de célula
Unica (sc-DNAseq, do inglés single-cell DNA-sequencing), corroboram a
afirmacdo de que cada caso de LMA representa uma combinacdo de
populacdes clonais geneticamente distintas, resultando em profunda
heterogeneidade intratumoral. Demonstraram, ainda, que a heterogeneidade
intratumor é ainda mais alta do que anteriormente se pensava, de maneira que
a maioria dos pacientes com LMA apresentam entre trés e 13 clones unicos
com trés a sete mutacdes genéticas diferentes, podendo, em casos extremos,
chegar até a 30 clones diferentes. Apesar desse grande namero de clones por
paciente, geralmente predominam um a dois clones por tumor (Potter et al.,
2019; Miles et al., 2020; Morita et al., 2020).

Esses clones apresentam perfiz mutacionais distintos e podem ser
classificados em: clone fundador, que da origem a leucemogénese e apresenta
a mutacdo de iniciacdo que estd presente na grande maioria das células;
subclone, que sao clones que apresentam outras mutacdes além da mutacao
iniciadora; e clone dominante, que é aquele que predomina na populacéo
tumoral. Na evolucao clonal, clones com mutacées em um gene especifico ou
co-ocorréncia de mutacdes especificas podem conferir vantagem de um clone
sobre outros, mas a contribuicdo genética para clones dominantes,
provavelmente, também € influenciada pelo contexto leucémico, como
diversidade clonal e sele¢éo terapéutica (Romer-Seibert e Meyer, 2021).

Algumas dessas mutagOes presentes na LMA s&o provavelmente
eventos background que ocorrem nas células tronco ou progenitores
hematopoiéticas antes da iniciagdo da leucemogénese, como um evento pré-

leucémico (Cancer Genome Atlas, 2013). A analise de dezenas de milhares de
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amostras de sangue periférico de individuos sem desordens hematoldgicas,
por tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, demonstrou que
mutacfes em genes previamente associados somente com malignidades
mieloides podemser detectadas em individuos saudaveis sem um diagndéstico
de neoplasia hematoldgica (Jaiswal et al., 2014; Genovese et al., 2014; Xie et
al., 2014). Essas mutacOes somaticas ocorrem em um clone de célula tronco
ou progenitora hematopoiética e conferem a ele vantagem proliferativa. Além
disso, o clone mutado mantém sua capacidade de diferenciacdo em multiplas
linhagens, contribuindo substancialmente para a hematopoese fenotipicamente
normal, o que é chamado de hematopoese clonal (Bowman et al.,, 2018;
Hartmann e Metzeler, 2019).

A hematopoese clonal e sua expansao (geralmente com VAF superior a
2%), sem evidéncia de displasia ou citopenia, é definida como hematopoese
clonal de potencial indeterminado (CHIP — do inglés, clonal hematopoiesis of
indeterminate potential) e sua frequéncia € dependente da idade (Shallis et al.,
2019). Mutacbes somaticas foram raramente (aproxidamente 1%) identificadas
em individuos com menos de 50 anos de idade, enquanto isso, foram
identificadas em aproximadamente 10% das pessoas com mais de 65 anos e
em mais de 18% daqueles com idade superior a 90 anos (Jaiswal et al., 2014;
Genovese et al., 2014; Xie et al., 2014).

Individuos sem alteracdo hematologica diagnosticada e com
hematopoese clonal tém um risco, aproximadamente, 10 vezes maior de
desenvolver uma malignidade hematologica, em relacdo aquele sem
hematopoese clonal. Por sua vez, individuos apresentando grandes clones,

com VAF superior a 10%, podem ter seu risco aumentado em 50 vezes para
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desenvolvimento de malignidade hematoldgica (Jaiswal et al., 2014; Genovese
et al., 2014; Xie et al., 2014).

Existe um espectro continuo de alteracbes e fendtipos clinicos
associados com a hematopoese clonal, em que o paciente pode progredir ao
longo do tempo devido ao processo evolucionario de mutacdes e a selecéo dos
clones com maior vantagem adaptativa (Figura 3). De um lado desse espectro
estdo os individuos saudaveis com CHIP, também conhecido como
hematopoese clonal relacionado a idade (ARCH — do inglés, age-related clonal
hematopoiesis), que apresentam contagens e morfologia das células da
medula 6ssea e do sangue periférico normais. Seguindo o espectro, estdo os
pacientes que apresentam mutacdes semelhantes a CHIP mas que ja
desenvolveram citopenias, sdo o fendtipo chamado citopenia clonal de
significado desconhecido (CCUS — do inglés, clonal cytopenia of unknown
significance) e que podem entdo progredir para a sindrome mielodisplasica
(SMD) e/ou LMA francas (Hartmann e Metzeler, 2019).

O risco de progressao de CCUS para SMD ou LMA é provavelmente
maior do que a progressao a partir de CHIP, entretanto alguns desses
pacientes podem nunca progredir para essas malignidades hematoldgicas
(Hartmann e Metzeler, 2019). Como essas alteracdes formam um espectro de
condic@es relacionadas, € possivel que muitos dos pacientes LMA classificados
como de novo sejam, na verdade, uma evolugdo de uma hematopoese clonal
pré-existente ou de uma SMD nédo diagnosticada (Metzeler et al., 2016; Estey.
2018).

MutacOes detectadas em pacientes com hematopoese clonal afetam

mais comumente modificadores epigenéticos, tais como DNMT3A, ASXL1 e
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TET2, mas também outras classes de genes como JAK2, SRF3B1, SRSF2 e

TP53 (Hartmann e Metzeler, 2019; Loberg et al.,, 2019). O gene mais

frequentemente mutado € o DNMT3A, detectado em 60-70% dos pacientes

com hematopoese clonal e é mais comumente encontrado associado a outras

mutacOes. Mutacdes em TET2 e ASXL1 seguem o DNMT3A em ordem de

frequéncia, enquanto o TP53 € o quarto gene mais mutado na hematopoese

clonal. Além disso, nenhum paciente foi encontrado para ter hematopoese

clonal com mutac6es em FLT3 ou NPML1, o que é consistente com a afirmacéo

que tais mutacdes sdo adquiridas mais tardiamente na evolu¢cdo do clone

leucémico (Genovese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014; Desai et al., 2018).
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Figura 3: Diagrama esquematico das etapas da evolugdo da hematopoese clonal. (Fonte: Hartmann e
Metzeler, 2019 modificado)
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2.1.2 Diagnoéstico e classificacdo da LMA

O diagnostico da LMA inicia a partir da suspeita clinica com a
observacdo do quadro clinico agudo, que se caracteriza por anemia,
sangramento, geralmente do tipo purpurico devido a plaquetopenia, e febre as
vezes sem foco infeccioso, devido a neutropenia. Pode haver infiltracdo
leucémica em outros 6rgdos que geralmente causam hepatomegalia,
esplenomegalia, hipertrofia de gengivas e dor 6ssea e, menos frequentemente,
infiltracdo de pele e comprometimento do sistema nervoso central (Estey, 2018;
Narayanan e Weinberg, 2020).

Para concluir o diagnostico e classificacdo da LMA é necessario a
avaliacdo morfolégica da medula 6ssea e do sangue periférico, a analise de
expressdo dos marcadores citoplasmaticos e de superficie celular por meio da
citometria de fluxo, a avaliagdo do cariétipo por meio de técnicas de
citogenética convencional e, mais recentemente, 0 screening para alteracdes
genéticas moleculares (Dohner et al., 2015). Somente a integracdo de todos
esses métodos permite a compreensdo e caracterizacdo complementar de
cada caso, 0 que € pré-requisito para o diagnéstico e manejo adequado da
LMA (Haferlach e Schmidts, 2020).

No hemograma, ao diagnostico, é frequente encontrar anemia,
plaguetopenia, neutropenia e presenca de mieloblastos (Narayanan e
Weinberg, 2020). O critério da OMS de 2016 para o diagnostico da LMA é a
contagem de pelo menos 20% de mieloblastos na medula 6ssea ou sangue
periférico. A linhagem mieloide dos blastos é definida por citometria de fluxo, a
partir dos marcadores celulares de superficie e citoplasmaticos. Excec¢des ao

critério de ponto de corte de 220% de mieloblastos sdo os casos da LMA com
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1(8;21)(q22;922.1), que corresponde a fusdo dos genes RUNX1-RUNX1T1, da
LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922), que corresponde a fusdo
dos genes CBFB-MYH11 e da leucemia promielocitica aguda (LPA). Nesses
casos o diagnostico da LMA € independente da porcentagem de blastos no SP
ou MO, no qual apenas a deteccdo da alteracdo genética subjacente é
suficiente (Arber et al., 2016).

A LMA representa um grupo heterogéneo de leucemias que diferem
gquanto a sua biologia, curso clinico e progndstico, o que motiva o
estabelecimento de uma classificacdo (Dohner et al., 2017). A primeira
classificacdo foi proposta em 1976 pelo grupo cooperativo Franco-Americano-
Britanico (FAB), que categorizou seis subtipos de LMA (M1 a M6), baseada
estritamente nos aspectos morfolégicos e citoquimicos do clone leucémico
(Bennett et al., 1976). Essa classificacdo foi revisada em 1985 pela FAB, dando
origem a uma classificacdo que passou a incluir dois novos subtipos, MO e M7,
aos seis subtipos existentes, cujo diagnostico passou a incluir o uso de
marcadores imunofenotipicos. Essa edicdo da FAB leva em consideracdo
apenas as caracteristicas morfologicas, citoquimicas e imunofenotipicas do
clone leucémico, objetivando a determinacdo da linhagem e do grau de
maturacdo das células blasticas (Bennett et al., 1985, 1991).

Apesar de sua importancia, a classificacdo FAB tornou-se obsoleta por
nao incorporar o0s achados citogenéticos e moleculares relevantes a
fisiopatologia da doenca, ficando limitada no significado bioldgico, prognéstico
e terapéutico. Devido a isso, em 2001, a OMS divulgou uma classificagéo para
as LMA que passava a incorporar os achados citogenéticos e, dessa forma,

introduziu uma correlagdo prognéstica importante (Heerema-Mckenney e Arber,
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2009). Nesta classificacédo, as LMA foram divididas em quatro categorias: LMA
com anormalidades genéticas repetitivas, LMA com displasia de multiplas
linhagens, LMA associada a tratamento prévio e LMA ndo categorizada nos
itens anteriores, esta Ultima que se baseou na classificacdo FAB (Vardiman et
al., 2002).

Esse sistema logo se tornou insatisfatorio, pois em cerca de 50% dos
casos nao é possivel identificar nenhuma anormalidade citogenética, sendo
esse grupo definido como citogeneticamente normal (LMA-CN) (Heerema-
Mckenney e Arber, 2009). Neste grupo, sdo identificadas uma série de
anormalidades genéticas submicroscopicas, como mutacdes ou alteracfes de
expressdo em alguns genes, que estdo associados a leucemogénese e a
resposta clinica ao tratamento. Esses marcadores moleculares, juntamente
com as alteracdes cromossdmicas, ajudam a caracterizar melhor os casos de
LMA e refinam a estratificacéo de risco dos pacientes. (Dohner et al., 2017).

Diante disso, a OMS revisou a classificacdo de 2001 e, em 2008, lancou
um novo sistema. Essa classificacdo destacou a importancia de se associar 0s
achados citogenéticos aos moleculares no diagnostico e categorizacao dos
subtipos, incluindo duas entidades provisoérias caracterizadas pela presenca de
mutacBes genéticas (LMA com mutacdo no gene NPM1 e LMA com mutacdo
no gene CEBPA). Além disso, ampliou o numero de subtipos com
translocacdes cromossdmicas recorrentes, refinou o diagnodstico de LMA
associado a mielodisplasia e passou a classificar separadamente as
proliferacdes mieldides relacionadas a Sindrome de Down (Vardiman et al.,

2009; Dohner et al., 2010).
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Desde entdo, com a evolugcdo dos estudos envolvendo andlise de
expressdo génica e sequenciamento de nova geracdo, houve numerosos
avancos na identificacdo de biomarcadores unicos associados com alguns
neoplasmas e leucemias agudas (Marcucci et al.,, 2008; Patel et al., 2012;
Cancer Genome Atlas, 2013; Papaemmanuil et al., 2016). Esses novos
achados permitiram significativamente melhorar os critérios diagnosticos, bem
como, a relevancia prognostica das entidades incluidas na classificacdo de
2008, sugerindo, ainda, a inclusdo de novas entidades. Dessa forma, essa
classificacédo foi revisada em 2016, correspondendo a atualmente utilizada na
pratica clinica (Quadro 1), e tenta incorporar novos dados clinicos,
prognoésticos, morfolégicos, imunofenotipicos e genéticos a classificacdo

anterior (Arber et al., 2016).

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
LMA com t(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(6)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA com t(15;17)(g22;912); PML-RARA
LMA com t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)( 921.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)
LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MLK1
LMA com mutac¢éo no NPM1
LMA com mutacgédo bialélica do CEBPA
Entidade provisoria: LMA com BCR-ABL1
Entidade proviséria: LMA com muta¢éo no RUNX1
LMA com alteracBes relacionadas a mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas a terapia
LMA néo categorizada nos itens anteriores
LMA com diferenciacdo minima
LMA sem maturacao
LMA com maturacao
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda
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Leucemia eritroide pura
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Pan-mielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide
ProliferagGes mieloides relacionadas a sindrome de Down
Mielopoese anormal transiente
Leucemia mieloide associada com sindrome de Down

Neoplasma blastico de células dendriticas plasmocitdides

Quadro 1: Classificacdo da OMS de 2016 para leucemia mieloide aguda e neoplasmas
relacionados (Arber et al. 2016 adaptado)

As principais mudancgas na classificacdo da OMS de 2016 para a LMA
consistem na introducéo de novas entidades. A nova categoria provisoria “LMA
com BCR-ABLL1” foi adicionada a fim de guiar a terapia desses pacientes com
um inibidor de tirosina quinase. Embora a distin¢do diagnostica entre a LMA de
novo com BCR-ABL1 e a crise blastica da LMC possa ser dificil sem a
adequada informacgdo clinica, sentiu-se a necessidade de coloca-la como
entidade proviséria devido ao impacto no tratamento do paciente. Dados
preliminares sugerem que delecdes dos receptores de antigeno (IGH e TCR),
do IKZF1 e/ou do CDKN2A podem auxiliar no diagnéstico diferencial entre LMA
de novo ou crise blastica da LMC. Outra entidade provisoria incluida foi a “LMA
com mutacdo RUNXL1”, que é associada a caracteristicas clinico-patoldgicas
distintas e possivelmente a um pior progndstico em relagdo a outros subtipos
de LMA. Além disso, com a descoberta de que a melhora no desfecho do
paciente com mutacdo no CEBPA €& devido a mutacdo bialélica e ndo a
monoalélica, essa entidade agora € chamada de “LMA com mutagdes bialélicas
do CEBPA” e passou a ser uma entidade definitiva, assim como a “LMA com

NPM1 mutado” (Arber et al., 2016; Dohner et al., 2017).
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Outra mudanca importante na revisdo de 2016 da OMS foi a incluséao de
uma nova sec¢ao intitulada de “neoplasias mieloides com predisposicdo da
linhagem germinativa”, que inclui casos de SMD, neoplasia mieloproliferativa
cronica (NMPc) e LMA que apresentam uma mutacdo de predisposicdo na
linhagem germinativa. Essa inclusao foi motivada pelo fato de uma minoria
desses casos serem associados a uma mutacdo germinativa e serem
familiares, dessa forma a pesquisa dessas alteracdes genéticas poderiam fazer
parte do diagndstico, sendo necessario o rastreio familiar dessas alteracdes

(Arber et al., 2016; Dohner et al., 2017; Wartiovaara-Kautto et al., 2018).

2.1.3 Fatores progndsticos e estratificacado de risco

Os fatores prognosticos podem ser subdivididos entre aqueles
relacionados as caracteristicas do paciente e a sua condicdo de saude geral e
agueles relacionados as caracteristicas do clone leucémico. Os fatores do
primeiro grupo sao particularmente relevantes na predicdo da tolerancia e
mortalidade relacionada ao tratamento e torna-se mais importante com o
aumento da idade. Enquanto os do segundo grupo sdo preditivos da resisténcia
a terapia convencional (Dohner et al., 2010; Estey, 2018).

A idade ao diagnéstico encontra-se entre os fatores de risco pré-
tratamento mais importantes. O aumento da idade € independentemente
associado a um pior desfecho. Entretanto, outros fatores de risco associados
ao paciente como performance status, saude geral e comorbidades especificas
modulam o efeito da idade na tolerdncia a quimioterapia. Além disso, fatores
associados ao clone leucémico como anormalidades genéticas, SMD ou NMPc

prévias e exposicdo anterior a terapias citotoxicas (por exemplo, exposicéo a
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agentes alquilantes ou radiacdo) para outras doengcas aumentam a
possibilidade de resisténcia a quimioterapia. Dessa forma, a idade de forma
isolada ndo deve ser determinante para a tomada de decisdo do tratamento
(Dohner et al., 2017; Song et al., 2018; Shallis et al., 2019).

Juntamente com a idade, as alteracbes citogenéticas e moleculares
presentes ao diagnostico sdo as principais variaveis relacionadas ao
prognéstico na LMA (Estey, 2018). Numerosas alteracdes citogenéticas
recorrentes estruturais ou numéricas sao identificadas nesta doenca. Muitas
dessas alteracdes ndo somente sdo marcadores diagnésticos para especificar
subtipos de LMA, mas também constituem fatores progndsticos independentes
para prever a remissdo completa, o risco de recaida e a sobrevida global. Por
esse motivo, a andlise citogenética tem sido veementemente recomendada por
grupos colaborativos multicéntricos e agéncias regulatorias (Arber et al., 2016;
Dohner et al., 2017).

A estratificacdo de risco para LMA recomendada pelo grupo colaborativo
Medical Research Council (MRC) foi a primeira proposta de avaliacdo
prognéstica envolvendo o uso de alteragdes citogenéticas. Segundo essa
proposta os pacientes sdo estratificados da seguinte forma: 1. progndstico
favoravel, que inclui a t(8;21)(q22;922), inv (16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922) ou
t(15;17)(922;921); 2. prognéstico adverso, que inclui
inv(3)(q21;926)/t(3;3)(g21,;926), translocagbes balanceadas envolvendo 11923,
anormalidades envolvendo o cromossomo 5 ou 7 [add(5q), del(5q), -5, -7,
add(7q), del(7q),], t(6;11)(g27;923), t(10;11)(p11~13;923), delecdo do
cromossomo 17 ou anormalidades envolvendo 17p, e cari6tipo complexo; 3.

prognostico intermediario, que inclui aqueles sem alteragbes citogenéticas
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(LMA-CN) e os pacientes com LMA portando alguma anormalidade
citogenética que nao seja considerada no grupo de risco favoravel ou
desfavoravel, totalizando cerca de 60% de todos os casos de LMA (Grinwade
et al., 2010).

O grupo de LMA-CN corresponde a 40-50% dos casos de LMA e
apresenta um prognéstico obscuro, devido a heterogeneidade nas alteracdes
moleculares subjacentes e na responsividade ao tratamento (Grimwade et al.,
2010; McCurdy e Levis, 2017). Devido a isso, diversos marcadores moleculares
foram sendo identificados na LMA, os quais possibilitaram a estratificacdo dos
pacientes com cariotipo normal e o refinamento na estratificacdo dos demais
grupos (Nakao et al., 1996; Frohling et al., 2004; Falini et al., 2005; Small,
2006).

Em consequéncia, o grupo cooperativo ELN, em 2010, propés uma
estratificacdo de risco que associava 0 prognostico conferido pelo cariétipo ao
impacto no desfecho das mutacdes FLT3/ITD e nos genes CEBPA e NPML1 nos
casos de LMA-CN, as mutacBes mais bem estudadas e caracterizadas, até o
momento, com maior impacto no prognéstico dos pacientes. Nessa
classificacdo, os casos de LMA-CN que apresentassem mutacdo em NPM1
sem a presenca concomitante de FLT3-ITD ou mutacdo em CEBPA passavam
a ser classificadas dentro do grupo de risco favoravel. Além disso, 0 grupo
intermediario era dividido em 2 grupos: intermediario |, que compreendia os
pacientes com cariétipo normal que ndo eram classificados no grupo favoravel,
e o intermediario Il, que incluia as anormalidades citogenéticas que ndo eram

classificadas nem no grupo adverso e nem no favoravel (Dohner et al., 2010).
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As alteracdes moleculares se mostraram importantes também para
refinar o prognéstico de subgrupos ja bem definidos com alteracbes
citogenéticas, como € o caso do grupo das leucemias com alteracdes
envolvendo os fatores de transcricdo chamados core binding fator (grupo CBF-
LMA), que sdo as LMA com 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1 e LMA com
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11 (Opatz et al. 2020).
Em particular, na LMA com t(8;21), a presenca de mutacdes no gene KIT
provavelmente esta associada a um pior progndéstico, especialmente se o
paciente apresentar altos niveis do alelo mutado (Allen et al., 2013; Ayatollahi
et al., 2017; Ishikawa et al., 2020). O mesmo acontece com as mutacfes FLT3-
ITD, em que pacientes com t(8;21) ou inv(16);t(16;16) apresentando altos
niveis da mutacao parecem ter um pior desfecho clinico (Allen et al., 2013).

Dados provenientes de estudos com o uso de tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo forneceram uma visdo mais abrangente do
espectro e frequéncia de mutacdes, seus padrbes distintos de cooperatividade
e exclusividade muatua, sua arquitetura subclonal, sua evolucdo durante o curso
da doenca e seu impacto no prognéstico (Patel et al., 2012; Cancer Genome
Atlas, 2013; Papaemmanuil et al., 2016). De fato, mutacbes genéticas sao
identificadas em mais de 97% dos casos, frequentemente na auséncia de
grandes anormalidades cromossdmicas (Patel et al., 2012; Cancer Genome
Atlas, 2013; Papaemmanuil et al., 2016). Com isso, veio a necessidade de
revisar a estratificacdo de risco proposta pelo grupo ELN e, em 2017, foi
proposta uma nova edi¢ao (Quadro 2), que corresponde a atualmente utilizada

na pratica clinica (Dohner et al., 2017).
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As principais mudancas dessa edicdo compreendem a unificacdo dos

grupos intermediarios | e Il em apenas um grupo, totalizando trés grupos de

risco (favoravel, intermediario e adverso) e a inclusdo de mudancas no status

mutacional dos genes NPM1, CEBPA e FLT3-ITD e da analise de mutacdes

nos genes RUNX1 e ASXL1. Quanto a mutacdo FLT3-ITD, deve-se levar em

consideracdo a sua razao alélica. Pacientes com baixa razéo alélica do FLT3-

ITD apresentam o mesmo impacto no prognoéstico dos pacientes com FLT3-ITD

negativo, enquanto pacientes com NPM1 selvagem e alta razdo alélica do

FLT3-ITD passam, agora, a fazer parte do grupo de risco adverso. Para as

mutacBes CEBPA, apenas as mutacdes bialélicas tem impacto favoravel no

progndéstico, enquanto as mutacfes nos genes RUNX1, ASXL1 e TP53 séo

incluidas no grupo adverso (Dohner et al., 2017).

Categoria de
risco

Anormalidade Genética

Favoravel

Intermediario

Adverso

1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

NPM1 mutado sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD"*

Mutacéo bialélica no CEBPA

NPM1 mutado com FLT3-ITD?®

NPM1 selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD"*° (sem alteracdes
genéticas de risco adverso)

t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Anormalidades citogenéticas néo classificadas em risco favoravel ou
adverso

t(6;9)(p23;0934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); rearranjo envolvendo o gene KMT2A
t(9;22)(q34.1;9q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)

-5 ou del(5q); -7; -17/abn(17p)

Cariotipo complexo, cariétipo monossdémico
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NPM1 selvagem com FLT3-ITD3®
Mutacdo no RUNX1

Mutacéo no ASXL1

Mutagéo no TP53

Quadro 2: Estratificagdo de risco do grupo ELN 2017 segundo alteracGes genéticas (Fonte:
Dohner et al., 2017 modificado).

Para pacientes adultos com idade inferior a 60 anos essa categorizacao
€ primariamente utilizada para guiar o protocolo terapéutico a ser escolhido
apos a primeira remissdo. Os pacientes de grupo de risco favoravel que séo
submetidos a quimioterapia convencional, como terapia pos-remissdo, tendem
a apresentar resultados semelhantes aqueles submetidos a transplante de
células tronco hematopoiéticas (TCTH). Por sua vez, para pacientes do grupo
de risco intermediario e adverso, o TCTH € indicado como terapia de
consolidacdo na primeira remissdo completa, uma vez que a quimioterapia
convencional como terapia pés-remissao apresenta resultados inferiores para
esses pacientes (Lowenberg et al., 2011; Cornelissen e Blaise, 2016; Dohner et
al., 2017).

A estratificacdo de risco do grupo ELN é a mais amplamente utilizada e
aceita na pratica clinica, entretanto, nos ultimos anos, diversos autores tém
defendido a importancia de se examinar uma gama mais ampla de mutacdes
do que a proposta no ELN2017. Ademais, diversas cooperacdes mutacionais
tém sido descritas e a avaliacdo isolada de marcadores genéticos tem se
demonstrado limitado no seu valor progndstico (Patel et al., 2012; Metzeler et
al., 2016; Papaemmanuil et al., 2016; Estey, 2018; Tyner et al., 2018).

A co-ocorréncia das mutacdes FLT3-ITD, DNMT3A e NPM1 tem se

revelado a mais frequente cooperacédo entre 3 genes. O triplo mutado além de
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apresentar caracteristicas biologicas distintas, o que faz dele um provavel novo
subtipo de LMA, tem demonstrado um prognaostico particular. Pacientes triplo
mutados parecem ter um progndstico bastante adverso em relacdo aos
pacientes com duas ou uma dessas mutacdes, dai a importancia de se avaliar
a co-ocorréncia dessas mutacfes (Guryanova et al., 2016; Papaemmanuil et
al., 2016; Tyner et al., 2018).

Além dessa interacdo, tem sido demonstrado que pacientes com
mutacdo no gene NPM1 e em algum gene RAS tem sobrevida superior quando
essas alteracdes estdo associadas a presenca de mutacdo no gene DNMT3A.
A presenca simultanea de mutacdes nos genes ASXL1 e SRSF2 € um outro
exemplo de associacdo aditiva, neste caso, o efeito deletério das mutacbes se
somam e a co-ocorréncia indica um progndstico ainda mais adverso. No
entanto, ndo se pode superestimar que o efeito progndéstico de uma dada
mutacdo sempre vai depender da presenca de outra mutacédo. Maiores estudos
sdo necessarios para elucidar o efeito biolégico e prognéstico dessas

interacOes (Papaemmanuil et al., 2016; Eisfeld et al., 2018; Estey, 2018).

2.1.4 O transcriptoma como ferramenta de avaliagcdo prognostica para
estratificacdo de risco da LMA

Apesar do grande esforco realizado nos ultimos anos para melhorar a
estratificacdo de risco da LMA e sua resposta ao tratamento, essa doenca (com
excecao da leucemia promielocitica aguda - LPA) ainda carece de tratamento
eficaz (Estey, 2018). Vemos um grande progresso na descoberta de mutagdes
na LMA, sua associacdo com diagnéstico e prognéstico e sua aplicacdo

rotineira na clinica (Papaemmanuil et al., 2016; Dohner et al., 2017; Tyner et
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al., 2018). Entretanto, estudos de transcriptoma permanecem pouco traduzidos
para a pratica clinica, mesmo que diversos estudos de expressdo génica
tenham contribuido significativamente para a elucidacdo da patogénese da
LMA e indiguem possiveis marcadores progndésticos e, consequentemente,
direcOes terapéuticas (Li et al., 2013; Metzeler et al., 2013; Shi et al., 2014; Ng
et al., 2016; Huang et al., 2017).

Na ultima década tem sido demonstrado que a expressdo de diversos
genes, de forma isolada, tem impacto no prognostico da LMA e poderiam ser
considerados para estratificar o risco dos pacientes com essa doenca. De fato,
genes como BAALC, WT1, ERG, EVI1 e ID1 foram associados com o desfecho
clinico da LMA, ainda que os resultados sejam controversos (Langabeer et al.,
2001; Damm et al., 2011; Damm et al., 2012; Weber et al., 2014, Vazquez et
al.,, 2016; Hinai e Valk, 2016). Entretanto, tem sido demonstrado que a
expressdo de grupos de genes, ao invés da expressao isolada, carrega maior
robustez para caracterizar a LMA, permitindo maior refinamento na sua
classificacéo biolégica e prognéstica. O progresso tecnoldgico iniciado no final
do milénio passado com as plataformas de microarray e, mais recentemente,
com o sequenciamento de nova geragao, permitiu a transicéo da andlise de um
anico gene para toda a escala do transcriptoma (Handschuh, 2019).

Inicialmente, as assinaturas de expressao génica foram aplicadas para
elucidar a fisiopatologia da LMA, bem como, na tentativa de diferenciar
subgrupos com anormalidades citogenéticas e moleculares. A partir disso,
diversos autores demonstraram que alguns dos subgrupos de LMA possuiam

uma assinatura de expressao génica caracteristica e poderiam ser distinguidos
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uns dos outros (Bullinger et al., 2004; Verhaak et al., 2009; De la Bletiere et al.,
2012).

Um estudo desenvolvido por Valk e colaboradores, em 2004, foi capaz
de identificar 16 grupos de pacientes com base nas suas assinaturas de
expressao génica em uma analise de clusterizacdo ndo supervisionada. Todos
0S pacientes com as alteracdes citogenéticas recorrentes inv(16)/t(16;16),
t(8;21) e t(15;17) foram agrupados nos clusters 9, 13 e 12, respectivamente,
reforcando o fato de que definem entidades biologicas distintas. Pacientes com
outras alteracdes citogenéticas e moleculares também definiram clusters, como
mutacBes no gene CEBPA e t(11923) e, além disso, diversos outros novos
clusters foram definidos consistindo principalmente de pacientes com cariotipo
normal (Figura 4A). Ademais, esses clusters definiam grupos de pacientes com
desfechos clinicos distintos e foi capaz de definir um novo cluster que
apresentou um desfecho bastante adverso (Figura 4B) (Valk et al., 2004).

Desde entdo, diversas assinaturas de expressao génica capazes de
diferenciar grupos prognésticos distintos tém sido propostas (Li et al., 2013;
Yang et al., 2015; Ng et al., 2016; Huang et al., 2017; Horibata et al., 2019;
Wagner et al., 2019). Entre elas, diversos autores foram capazes de definir
assinaturas de expressdo génica que caracterizavam amostras de LMA
enriqguecidas com células tronco leucémicas. Pacientes com esse perfil de
expressao génica apresentavam maior resisténcia a quimioterapia e, por tanto,
um pior desfecho com altas taxas de recaida (Metzeler et al., 2013; Rapin et
al., 2014; Yang et al., 2015; Ng et al., 2016; Horibata et al., 2019).

Utilizando ferramentas de bioinformatica e bioestatistica, alguns indices

de prognéstico baseados no efeito aditivo da expressao de genes no desfecho
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dos pacientes com LMA foram apresentados e tem trazido informacéo adicional
para a estratificacdo de risco desses pacientes (Li et al., 2013; Huang et al.,
2014; Shi et al.,, 2014; Xie et al., 2017). Mais recentemente, Wagner e
colaboradores, em 2019, desenvolveram um indice de progndstico baseado na
expressdo de trés genes (CALCRL, CD109, e LSP1), dos quais apenas a
expressdo do CD109 ja tinha sido associado a LMA, utilizando uma ferramenta
de redes neurais artificiais baseada em aprendizagem de maquina. Esse indice
foi capaz de refinar a estratificacdo de risco ELN2017 e significativamente

melhorou a previsao de resultados (Wagner et al., 2019).
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Figura 4. (A) Heatmap apresentando 0s niveis de expressdo dos 40 principais genes
identificados pela andlise de significAncia de microarrays de cada um dos 16 clusters, bem
como na medula 6ssea normal (NBM, do inglés normal bone marrow) e células CD34+. A barra
de escala, na parte inferior da figura, indica um aumento (vermelho) ou diminuic&o (verde) no
nivel de expressao por um fator de pelo menos 4 em relagdo a média geométrica de todas as
amostras. As porcentagens das alteracdes mais comuns (agquelas presentes em mais de 40 por
cento das amostras) e as porcentagens de amostras com um cariétipo normal, em cada um
dos clusters, sdo indicadas. (B) Estimativa de Kaplan-Meier para as curvas de sobrevida
sobrevida global (painel superior), de sobrevida livre de evento (painel central) e de taxa
cumulativa de recaida apés remissdo completa (painel inferior) entre os pacientes com LMA
dos clusters 5, 9, 10, 12 e 13. (Fonte: Valk et al., 2004 modificado)

Essas propostas de estratificacdo de risco baseadas em transcriptoma
tem se mostrado promissoras para prever o desfecho dos pacientes com LMA.
Entretanto, os resultados ainda sdo bastante conflitantes no que diz respeito
aos marcadores prognosticos, pontos de corte ideal para o valor de expressao
génica e ferramentas e metodologias de bioinformatica e bioestatistica
utilizadas. Além disso, utilizar dados de expressdo génica para avaliacdo
prognéstica tem como limitacdo a padronizacdo do ponto de corte ideal para
dicotomizacédo da variavel, além das variabilidades entre as diversas técnicas
que podem ser utilizadas. Entretanto, plataformas de microarray para a
deteccdo simultdnea de mutacdes, rearranjos génicos e expressao alteradas
de genes, como o BAALC e o EVI1, tém sido validados em estudos
retrospectivos e sugeridos para estratificacdo de ensaios clinicos prospectivos

(Nomdedeu et al. 2017; Kappala et al. 2017).

2.1.5 Bancos de dados de coortes publicas

Atualmente esta disponivel publicamente diversas coortes de pacientes
LMA com seus dados clinicos, gendmicos e transcriptdmicos (Gene Expression
Omnibus, National Center for Biotechnology Information, 2021; cBioPortal for

Cancer Genomics, 2021). No presente trabalho utilizaremos duas coortes
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disponiveis publicamente que chamaremos aqui de GSE6891 e TCGA (do
inglés, The Cancer Genome Atlas), por isso faremos nessa secao uma breve
reviséo sobre esses dois bancos de dados.

A coorte TCGA é composta por dados clinicos e dados genémicos e
transcriptémicos, obtidos pela tecnologia de sequenciamento de nova geracao,
de 200 pacientes com LMA. As 200 amostras foram selecionadas de um
conjunto de mais de 400 amostras, de um uanico centro, para refletir uma
distribuicdo de subtipos do “mundo real’” (Cancer Genome Altas, 2013). Esse
estudo fez parte do programa The Cancer Genome Atlas (TCGA), criado em
2006, como um esfor¢o conjunto entre o National Cancer Institute e o National
Human Genome Research Institute. O TCGA é um programa de referéncia em
genbmica do cancer que caracterizou molecularmente mais de 20.000
canceres primarios e amostras normais correspondentes abrangendo 33 tipos
de cancer. Os dados gerados tém contribuido para melhorias no diagndstico,
tratamento e prevencado do cancer e estdo publicamente disponiveis (National
Cancer Institute, 2021).

A coorte GSE6891 é composta por dados clinicos e transcriptdmicos,
obtidos pela tecnologia de microarray, de 537 pacientes com LMA e sindrome
mielodisplasica, proveniente do estudo desenvolvido por Verhaak e
colaboradores, em 2009 (Verhaak et al., 2009). Essa coorte esta disponivel no
banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO) que é um repositério publico
de dados genbmicos funcionais e que suporta dados de microarray ou
sequenciamento. As ferramentas do GEO s&o fornecidas para ajudar os
usuarios a consultar e baixar dados de expressdo génica curados (Gene

Expression Omnibus, National Center for Biotechnology Information, 2021). O



52

banco de dados GEO é uma secdo do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), criado em 1988 como uma divisdo da National Library of
Medicine (NLM) no National Institutes of Health (NIH) (National Center for

Biotechnology Information, 2021).

2.1.6 Panorama da LMA no Brasil

Diversos trabalhos tém demonstrado que o desfecho dos pacientes com
LMA em paises em desenvolvimento, especialmente no Brasil, é bastante
inferior ao de paises desenvolvidos. Enquanto no Brasil a taxa de sobrevida
global (SG) em 5 anos € de cerca de 25% e a taxa de morte precoce (no
primeiro més do diagnostico) em torno de 29% (Bittencourt et al., 2003;
Fagundes et al., 2006; Lima et al., 2015; Benicio et al., 2017; Silveira et al.,
2021), nos paises desenvolvidos a SG é em torno dos 45% e a taxa de morte
precoce, em torno de 10%, mesmo fora de ensaios clinicos controlados
(Appelbaum et al., 2006; Lowenberg et al., 2011; Silveira et al., 2021).

O cenario é ainda mais dificil qguando avaliada a regido Nordeste do
Brasil. Benicio et al. (2017) demonstraram que pacientes tratados na cidade de
Recife (PE), apresentaram desfecho inferior ao de pacientes tratados na cidade
de Sado Paulo (SP), e na cidade de Belo Horizonte (MG), ambas cidades do
Sudeste brasileiro. Recife possuia, no periodo do estudo, indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) inferior ao das outras duas cidades (Benicio et
al. 2017).

Em um estudo brasileiro, desenvolvido por Fagundes et al. (2006), foi
demonstrado que os pacientes com LMA que viviam em cidades com IDH

baixo eram menos submetidos a quimioterapia com altas doses de citarabina e
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apresentaram menores sobrevida global e livre de doenca). O Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) é desenvolvido pela Organizacdo das Nacdes
Unidas e reflete as condicBes socioeconémicas de um pais sob trés aspectos
basicos: longevidade, conhecimento e padrdo de vida (Human Development
Report, 2020). As condicbes socioecondmicas sao fatores que podem
influenciar diretamente o desfecho de pacientes com LMA. De fato, diversos
trabalhos (Rego et al., 2003; Lucena-Araujo et al., 2010; Lima et al., 2015;
Benicio et al., 2017; Silveira et al., 2021) tém demonstrado a associacao das
condi¢cBes socioecondmicas da populacao brasileira com o desfecho da LMA.

A alta taxa de mortalidade precoce descrita no Brasil tem ocorrido,
principalmente, devido a infeccbes bacterianas e fungicas fatais (Rego et al.,
2003; Benicio et al., 2017; Silveira et al., 2021). Ainda que nédo tenha sido
analisado diretamente, os autores relacionam essa alta taxa de infeccdes fatais
a diversos fatores socioecondmicos, como dificuldades no acesso a
atendimento médico urgente, taxas mais altas de comorbidade, a baixa
escolaridade dos doentes de servi¢cos publicos que dificulta o entendimento e
gravidade dos sintomas e da doenca, além da falta de infraestrutura adequada
(Fagundes et al., 2006; Nucci et al., 2013; Silveira et al., 2021). Esse excesso
de mortalidade devido a infeccdo, entretanto, € potencialmente evitavel por
meio de melhor educacdo do paciente, acesso a cuidados de saude de
emergéncia de alta qualidade e administragdo imediata de antibidticos com
atividade contra os organismos causadores (da Silva et al., 2019)

Um estudo realizado por Nucci et al. (2013) relatou uma taxa de
infeccbes fungicas invasivas muito superiores entre 0s pacientes que

receberam apenas tratamento quimioterdpico convencional comparado aos
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pacientes que receberam TCTH alogénico. Eles associaram isso ao fato de que
o sistema de saude publico brasileiro reembolsa muito menos dinheiro para o
tratamento quimioterapico da LMA em comparacdo com o TCTH, que tem um
programa e financiamento separados. Como consequéncia, por exemplo, 0s
pacientes LMA que fazem apenas tratamento quimioterapico sdo normalmente
atendidos em quartos compartilhados e sem filtros HEPA, enquanto os
receptores de TCTH alogénicos sdo atendidos em quartos individuais, com
fitros HEPA e pressdo positiva. Eles ponderam, entretanto, que essas
diferencas também podem ser devido ao fato de que o TCTH é geralmente um
procedimento eletivo em que os pacientes sdo cuidadosamente selecionados,
enguanto os pacientes com LMA representam uma populacdo nao selecionada
(Nucci et al., 2013).

A alta taxa de mortalidade precoce é considerada uma das principais
causas da baixa taxa de sobrevida global, entretanto, outros fatores também
tém sido relatados como importantes para levar as baixas taxas de SG e
sobrevida livre de doenca (SLD) e as altas taxas de incidéncia cumulativa de
recaida (ICR). Entre eles, a superlotacao dos leitos e a falta de quimioterapicos
gue levam a atrasos no tratamento, disposi¢cdo inadequada dos cuidados de
suporte, baixo nivel socioeconémico da populacdo, incluindo mas condi¢cdes de
moradia, baixa renda per capita e consumo de energia, além da baixa
guantidade de pacientes encaminhados para TCTH na primeira remissao
completa e longo tempo de espera para realizacdo do TCTH (Rego et al., 2003;
Fagundes et al., 2006; Lima et al., 2015; Benicio et al., 2017; Silveira et al.,

2021).



55

Em um estudo brasileiro, entretanto, foi demonstrado que os pacientes
gue atingiram a remissao completa e receberam tratamento pos-remissdo com
altas doses de citarabina tiveram probabilidades de SG e SLD semelhantes aos
de pacientes tratados em paises desenvolvidos. No entanto, apenas 37% dos
pacientes receberam uma terapia potencialmente curativa, 0 que contrasta com
47 a 61% relatados em ensaios clinicos prospectivos. Além disso, pacientes de
cidades com baixo IDH apresentaram menor probabilidade de serem incluidos
em tratamento com altas doses de citarabina (Fagundes et al., 2006)

As condi¢des socioecondémicas de uma populacao, que pode ser medida
pelo IDH, impactam até no desfecho de pacientes LMA tratados em paises que
apresentam alto IDH, como os paises europeus. Em um estudo em que foram
comparados os desfechos de pacientes com leucemias agudas submetidos a
TCTH de diferentes paises europeus, em analise multivariada, os pacientes de
paises com IDH superiores foram associados a maior SLD e menores taxas de
ICR em relacdo a pacientes de paises com IDH inferiores. Além disso, em
paises com IDH superiores a taxa de pacientes submetidos a TCTH € maior do
gue os de paises com IDH inferiores (Giebel et al., 2010). Essa realidade se
torna bastante alarmante quando avaliamos a realidade brasileira, em que um
estudo multicéntrico relatou que apenas 5% dos pacientes de uma coorte “da
vida real” foram submetidos a TCTH na primeira remissao completa (Benicio et
al., 2017).

Embora o TCTH seja a Unica op¢ao curativa para pacientes com LMA de
alto risco e seja indicado como consolidagdo na primeira remissao completa
para pacientes da categoria de risco intermediario e adverso do grupo ELN

(Dohner et al., 2017), ele é bastante caro. O TCTH requer unidades de
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transplante bem organizadas e equipadas, cuidados de suporte avancados e
equipe meédica e de enfermagem altamente qualificada. Além disso, o
monitoramento e tratamento adequados S40 necessarios por muitos meses a
anos apos o transplante, pois complicacdes com risco de vida podem aparecer
tardiamente. Dessa maneira, pode-se esperar que 0 acesso ao TCTH, bem
como o resultado do procedimento, possa depender de fatores
socioeconémicos que variam entre e dentro dos paises (Giebel et al., 2010).

Vérios estudos realizados tanto em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, quanto em paises desenvolvidos, como Estados Unidos ou Reino Unido,
demonstraram a associacdo das condi¢cdes socioecondmica com 0 acesso ao
TCTH e mortalidade apd6s o transplante (Serna et al., 2003; Silla et al., 2009;
Giebel et al., 2010). Em um estudo recente, que comparou o desfecho de
pacientes LMA tratados no Brasil com uma coorte de pacientes do Reino
Unido, relatou que os pacientes brasileiros tiveram menor taxa de SG e maior
incidéncia cumulativa de recaida e foram menos propensos a se submeter ao
TCTH e esperaram mais para o TCTH do que os pacientes do Reino Unido.
Além disso, a maioria dos TCTH, no Brasil, sao autdlogos, enquanto
aproximadamente metade dos transplantes no Reino Unido séo alogénicos
(Silveira et al., 2021).

Diante desse cenario vé-se que os esfor¢os para melhorar os resultados
da LMA no Brasil devem se concentrar na prevencédo e controle de infeccdo e
aumento do acesso ao TCTH. Isso pode ser alcancado através da
implementacdo de melhor educacdo do paciente e da equipe, profilaxia
antimicrobiana apropriada, implementacao de protocolos de neutropenia febril e

medidas de controle de infeccdo para isolar e prevenir a propagacédo de
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organismos multirresistentes. Além disso, € necessario investir em
infraestrutura, treinamento e fontes alternativas de doadores para aumentar a
frequéncia e melhorar a oportunidade do TCTH (Silveira et al., 2021).

Usando a LPA como um modelo de doenca, Rego e colaboradores,
através do Consorcio Internacional para Leucemia Promielocitica Aguda (IC-
APL, do inglés International Consortium on Acute Promyelocytic Leukemia),
demonstraram que uma rede cooperativa internacional pode resultar em uma
melhora significativa no resultado do paciente (Rego et al., 2013). O IC-APL foi
estabelecido para criar uma rede de instituicbes em paises em
desenvolvimento que trocariam experiéncias e dados e receberia apoio de
grupos cooperativos bem estabelecidos dos Estados Unidos e da Europa. O
IC-APL formulou um diagndstico rapido, tratamento e diretrizes de suporte que
foram adaptadas as condicfes locais (Rego et al., 2013).

Antes do estabelecimento do IC-APL, a SG em 2 anos de pacientes
adultos com LPA no Brasil era de cerca de 50% e a taxa de mortalidade
precoce era de 30% (Jacomo et al., 2007). Como resultado do IC-APL, a SG
em 2 anos aumentou para 80% e a taxa de mortalidade precoce foi reduzida
pela metade. Além disso, a SG e SLD em 2 anos e a taxa cumulativa de
recaida foram comparaveis as relatadas em estudos realizados em paises
desenvolvidos (Rego et al., 2013).

Os resultados obtidos pelo IC-APL demonstraram que € possivel
melhorar o progndéstico de doencas malignas graves e rapidamente fatais,
como a LPA, em paises em desenvolvimento, por meio de colaboragéo
internacional, com troca de expertise, a um custo relativamente baixo.

Atualmente esta em vigéncia um consorcio para o tratamento da LMA, com o
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objetivo de ampliar para os outros subtipos de LMA a experiéncia adquirida

com o IC-APL (Rego et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o impacto isolado e aditivo de marcadores moleculares no

desfecho clinicos de pacientes adultos com leucemia mieloide aguda.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar o significado progndstico isolado e aditivo de mutacdes nos
genes NPM1, FLT3, CEBPA, WT1, IDH1, IDH2, DNMT3A, ASXL1 e
TP53 e da expressdo dos genes BAALC, ERG, EVI1, KMTZ2E, ID1 e
MN1, utilizando a sobrevida global como desfecho clinico a partir de
uma coorte publica;

2. Selecionar, a partir da analise de transcritptoma e da analise de
sobrevida, utilizando como variavel de desfecho a sobrevida global, os
marcadores progndésticos moleculares que serdo utilizados para o
desenho de um indice de progndstico;

3. Desenvolver um indice de prognéstico com base no valor aditivo dos
marcadores moleculares selecionados para a predicdo dos principais

desfechos clinicos da doenca (morte e recaida).
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The aberrant expression of the inhibitor of DNA binding (ID1) gene has been
frequently associated with the initiation and progression of human tumors.-3
Particularly in acute myeloid leukemia (AML), a growing body of evidence
suggest that ID1 overexpression can impact both on AML leukemogenesis*’
and prognostication,®19 although these findings remain controversial. Most
important, the clinical importance of the ID1 expression in patients treated
outside well-controlled clinical trials has never been evaluated, which means
that its potential prognostic value remains unknown. Hence, we investigated the
role of ID1 expression on clinical outcomes of non-selected AML patients
treated in a single center from northeast Brazil.

To test the feasibility of the study, we took advantage of The Cancer
Genome Atlas database (154 non-acute promyelocytic leukemia patients,
hereafter called “training cohort”)!! and explored the association of the ID1
expression with clinical and laboratory features. Details of the statistical
analysis, clinical endpoints and strategies for dichotomization can be found in
the Supplemental data. After classifying patients according to cytogenetic
abnormalities at diagnosis, we noticed that ID1 expression was significantly
lower in patients with CBF-leukemia (P=0.014; Figure 1A). Moreover, ID1 was
overexpressed in IDH1- (P=0.022; Figure 1B) and TP53-mutated patients
(P=0.0094; Figure 1C), while biallelic CEBPA-mutated patients presented lower
ID1 expression (P=0.0332; Figure 1D). Next, we determined the prognostic
impact of ID1 expression on treatment outcomes of patients. Using the median
value of ID1 expression, patients were dichotomized into low and high

expression groups. In univariate analysis, high ID1 expression was associated
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with poor 5-years OS rate (P=0.013; Figure 1E). However, ID1 expression did
not retain its prognostic impact after adjustment for age (continuous variable),
leukocyte counts (continuous variable), and cytogenetic risk stratification
(Supplemental table 1). Also, there was no impact of ID1 expression on post-
remission outcomes (disease-free survival, P=0.615; cumulative incidence of
relapse, P=0.52). To translate these findings into resource-constrained
scenario, we enrolled 128 adult de novo AML patients diagnosed and treated in
northeast Brazil (here referred as “resource-constrained cohort”). Details for
treatment protocols, and inclusion criteria were published elsewhere.'? All
samples used were obtained at diagnosis from bone marrow aspirates. Details
can be found in the supplemental data. Ethical approval was obtained from the
local Research Ethics Board (CAAE: 77527717.4.0000.5208). In accordance
with the Declaration of Helsinki, informed written consent for sample collection
as well as permission for its use in research was obtained from patients or their
relatives.

Figure 1F shows that patients with CBF-leukemia from the resource-
constrained cohort also exhibited low ID1 expression compared to other
cytogenetic risk groups (P=0.042). Because of a limited number of patients, the
performance of the receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was
unsatisfactory to define the optimal cut-off point for ID1 expression (area under
the curve: 0.525, 95% confidence interval, Cl: 0.411-0.639). Therefore, we
opted to adopt the same strategy of dichotomization used in the training cohort.
Based on the median value of ID1 expression (median value: 0.485, range: 0.1-
8.9), high ID1 patients had low platelets counts (P=0.04) and higher levels of

lactate dehydrogenase (P=0.021) (Table 1). Of the 128 enrolled patients, 6
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(5%) patients did not have available information on the treatment procedures or
their respective follow-up and were considered ineligible for the induction
therapy analyses. The median follow-up was 35 months (95% confidence
interval, Cl: 30—40 months) and the estimated 3-years OS rate was 15% (95%
Cl: 8-23%). Overall, 58/122 (47%) patients achieved complete remission. ID1
expression had no impact on CR achievement (P=0.276). Patients with a high
ID1 expression had a lower 3-year OS (9%, 95% CI. 3-20%) compared to
patients with a low ID1 expression (22%, 95% CI. 11-34%) (P=0.037) (Figure
1G). The best-fitted multivariate Cox proportional hazards model for OS was
age (continuous variable), leukocyte counts (continuous variable), and ID1
expression (Supplemental table 2). This model showed that ID1 expression was
not independently associated with poor OS (hazard ratio, HR: 1.5, 95% CI:
0.98-2.28; P=0.057). ID1 expression had no impact on disease-free survival
(P=0.648) or cumulative incidence of relapse (P=0.584).

Three issues require particular attention. Contrary to Tang et al., we and
other®1% have failed to demonstrate an independent association between high
ID1 expression and poor induction outcomes in AML. Reasons that may
contribute for this disparity are multifactorial and may range from patient-related
features (such as age and ethnic differences) to differences in treatment
protocols, in particular post-remission therapy. Furthermore, we cannot rule out
that methodological differences between studies (different standards for ID1
quantification or different definitions for “high” and “low” ID1 expression) could
lead to different results and conclusions. These arguments are frequently used
to justify differences between studies. But because our study has included

consecutive and non-selected patients treated outside well-controlled clinical
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trials, an additional topic needs to addressed. Our data are confronted with
many variables that cannot be fully controlled, including drug unavailability, risk-
adapted treatment, comorbidities, and time from diagnosis to treatment
initiation.*>13 Despite this obvious limitation involving clinical studies conducted
in a real-world setting, we are firm believers that such initiative can provide
more realistic data on understudied populations, in particular those from low-
and middle-income countries.

Regardless whether ID1 is an independent prognostic factor in AML or
not, an outstanding question is whether its implementation could improve the
current scheme for AML risk stratification.'* Based on its biological importance,
it is conceivable that ID1 gene or its encoded protein may be useful in future
revised versions of the scheme for AML risk stratification. Initially, the encoded
Id1 protein seems to be a key transcriptional regulator of hematopoietic stem
cell (HSC) lineage commitment, and the absence of Id1 may compromise the
self-renewal capacity of HSCs.® In human tumors, Id1 protein can control cell
proliferation, self-renewal capacity of cancer stem cells and disease
aggressiveness via Myc.'® Furthermore, ID1 overexpression induces cell
proliferation and invasion, and also protects cells against drug-induced
apoptosis.t’ In a hematological context, the ID1 overexpression is able to
immortalize myeloid progenitors in vitro and promote myeloproliferatine-like
phenotype in vivo.” Conversely, its deletion in hematopoietic stem cell
decreased cell proliferation, mitochondrial biogenesis, metabolic activity, and
ribosomal biogenesis.® It is important to note that the encoded Id1 protein is a
common downstream target of constitutively activated oncogenic tyrosine

kinase in AML® and can be upregulated during CEBPA-induced myeloid
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differentiation.’® Additionally, the forced expression of MLL-AF9 fusion gene in
fetal liver cells leads to an increase of ID1 expression and the rapid
development of AML with maturation in a fetal liver transplant model.# Together,
these pieces of evidence support two main conclusions. First, the encoded 1d1
protein plays an important role in pathophysiology of human tumors, including
hematological malignancies, and the deregulated ID1 expression does not
seem to be a primary genetic event in leukemic blasts but a surrogate marker
depending on other genetic aberrations. If so, it is conceivable that ID1
overexpression may be associated with specific AML subtypes, which could
explain the downregulation of ID1 expression in CBF-leukemia reported in both
training and resource-constrained cohorts.

In summary, ID1 expression was associated with induction outcomes in
patients treated outside well-controlled clinical trials, although not in an
independent manner. With respect to its potential use in clinical practice (either
as a potential therapeutic target or prognostic factor), further studies are

necessary to validate this hypothesis.
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Table 1. Baseline characteristics according to the ID1 expression.

ID1 expression?

Characteristics All patients Low High P value?
No. % No. % No. %

Age, years 0.574
< 60 years 84 65.6 42 65.6 42 65.6
60 years and older 44 34.4 22 34.4 22 34.4

Median (range) 51.2 (18 t0 93.7) 50.3 (18.4 t0 87.7) 51.5(19t0 93.7) 0.651

Sex 0.111
Female 60 46.9 35 54.7 25 39.1
Male 68 53.1 29 45.3 39 60.9

FAB subtype 0.671
MO 6 5.1 3 5.3 3 4.9
M1 18 15.3 7 12.3 11 18
M2 45 38.1 23 40.4 22 36.1
M4 35 29.7 15 26.3 20 32.8
M5 13 11 8 14 5 8.2
M6 1 0.8 1 1.8 - -

M7 - - - - - -
Missing data 10 - 7 - 64 -

Cytogenetic risk stratification® 0.378
Favorable 17 30.9 10 38.5 7 24.1
Intermediate 31 56.4 14 53.8 17 58.6
Adverse 7 12.7 2 7.7 5 17.2
Missing data* 73 - 38 - 35 -

FLT3-ITD 0.532
Mutated 30 23.4 13 28.3 17 26.6
Non-mutated 98 76.6 51 79.7 a7 73.4

NPM1 0.842
Mutated 34 26.6 18 28.1 16 25
Non-mutated 94 73.4 46 71.9 48 75

Bone marrow blasts, %, median (range) 54 (20 to 98) 57 (20 to 98) 47 (20 to 97) 0.53

Leukocyte counts, x10%L, median (range) 49.2 (760 to 435) 50.2 (1.3 to 435) 45.3 (0.76 to 420) 0.746

Platelet counts, x10%L, median (range) 51 (6 to 404) 54 (10 to 404) 42.5 (6to 212) 0.04*

Hemoglobin, g/dL, median (range) 8.1 (3t011.7) 8 (3.7t0 11.4) 8.1 (3t0 11.7) 0.848

LDH level, U/l, median (range) 697 (116 to 4,192) 543 (116 to 3,891) 910 (129 to 4,192) 0.021*

NOTE:

* Indicates statistically significant differences.

1: Patients with low or high ID1 expression were defined according to the median value of ID1 transcript levels.
2: Missing values were excluded for the calculation of P values.

3: The cytogenetic risk groups were defined according to Medical Research Council criteria 2°.

4: Material not available or no metaphases detected.
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Figure 1. (A) ID1 expression according to the cytogenetics abnormalities at

diagnosis of AML patients from the training cohort. (B-D) ID1 expression

according to mutational status of (B) IDH1, (C) TP53, and (D) CEBPA genes.

(E) Comparison of OS curves for patients from the training cohort with low and

high

ID1 expression. (F)

ID1 expression according to the cytogenetics

abnormalities at diagnosis of AML patients from the resource-constrained

cohort (G) Comparison of OS curves for patients from the resource-constrained

cohort with low and high ID1 expression.
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Abstract

Refinement of risk stratification and therapy-decision algorithms for acute
myeloid leukemia (AML) is urgent. Here, we developed a transcriptome-based
prognostic index (TPI) based on the expression of 3 genes (IGF2BP3, PDE7B
and ST6GALNACA4) able to further refine the European LeukemiaNet (ELN) risk
stratification for newly diagnosed non-acute promyelocytic leukemia (APL) AML.
Using the Cancer Genome Atlas (TCGA) database, we compared the
transcriptome of two groups of patients (disease-free and relapsed) classified
according to their outcome status after hematopoietic stem cell transplantation.
The leading edge genes identified by the Gene-Set Enrichment Analysis were
screened by Cox proportional hazard model according to its overall survival
predictive capacity. The TPl was defined by computing the weight of each
variable according to the univariate hazard ratio. TPl was an was an
independent predictor for both OS and DFS curves (both p<0.001) in the
training cohort (n=121, TCGA database) and was able to refine the ELN
classification. The TPl OS and DFS prognostic capacity was validated in an
external cohort publicly available (n=408, GSE6891; both p<0.001), but not in a
cohort of 108 AML accompanied in a reference center in Brazil (p=0.279 and
p=0.103, respectively). The divergent results may be explained by the number
of patients enrolled, the quantification gene expression method and treatment
heterogeneity. The TPI proved to be an independent prognostic factor for
predicting the outcome of newly diagnosed non-APL AML patients and was able
to refine the ELN risk stratification, although it has not been validated in a real-

life cohort.
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous group of clonal diseases
characterized by the accumulation of immature blast cells initially in the bone
marrow (BM) and eventually in peripheral blood and other organs!. Its
malignant phenotype derives from the sequential acquisition of somatic
mutations that disrupts cell differentiation, proliferation and apoptosis
mechanisms in haematopoietic precursors. ! Given its wide morphological,
molecular and clinical heterogeneity?#, there has been massive efforts to
identify genetic prognostic markers that can improve the algorithms for
treatment decision.? 59

Currently, the most well accepted prognostic risk classification in clinical
practice is the one proposed by the collaborative group European LeukemiaNet
(ELN).® While valuable for outcome prediction in the good and adverse
prognosis groups, further refinement of this algorithm is necessary to reduce the
intragroup heterogeneity that still exists in the intermediate group??, that pools
together patients with rather distinct clinical and molecular backgrounds? 3 5.
Refining the prediction for this particular group is also important to identify which
patients might benefit from allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) or consolidation chemotherapy as a post-remission treatment.3 % 12
Despite the current advances in molecular methods? 5 7 13, transcriptome
studies and gene expression data are still difficult to translate into prognosis
evaluation for clinical practice, as there is significant variation across distinct
guantitative methodologies, with differences in sensitivity and difficulties in

defining the ideal cut-off points. Nevertheless, a panel of prognostic biomarkers
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that includes the expression of the EVI1 and BAALC genes has been validated
by several centers and has been shown to refine the risk stratification of AML.1#
7 Thus, it is possible that prognostic biomarkers based on gene expression can
be used in the diagnostic routine with due standardization.

In this context we propose a transcriptome-based prognostic index (TPI) from
the additive impact of the expression of three genes (PDE7B, IGF2BP3,
ST6GALNAC4), in an attempt to propose a refinement of the ELN risk
stratification. Of these three genes, only the expression of the PDE7B gene has
been reported to be associated with the clinical outcome of AML patients.® To
date, for the first time the IGF2BP3 and ST6GALNAC4 genes are associated
with the outcome of AML patients.

Methods

Public datasets

The training cohort for the TPl design were obtained from publicly available
dataset The Cancer Genome Atlas database® (http://cbioportal.org) and were
composed of 121 de novo AML patients aged 18 or over, excluding APL. Gene
expression data were obtained by the RNA sequencing methodology. As a
validation cohort, 408 adult patients with de novo AML from the public
microarray database GSE6891%°
(https:/lwww.ncbi.nim.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=gse6891) were included,
after excluding patients without complete data or diagnosed with APL (will be
named here GSE6891 validation cohort).

Patients

The TPI was further validated in a cohort from a real-life setting (will be named

here Brazilian validation cohort), that consisted of 108 AML patients diagnosed
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from October 2010 to October 2020 at three reference centers for the treatment
of AML patients, located in Recife, Brazil. The patients were diagnosed
according to the cytomorphological, immunophenotypic and genetic World
Health Organization (WHO) criteria. Only patients with de novo AML and aged
18 or over were considered, excluding APL. All patients were treated with
cytotoxic chemotherapy following the "7+3" treatment protocol and twelve
patients underwent to allogeneic HSCT after remission. Further details on the
treatment have been published earlier.?® The study was approved by the
Research  Ethics Board of each participating institute (CAAE:
77527717.4.0000.5208) and adhered to the tenets of the Declaration of
Helsinki.

Candidate genes selection

The TPI design was divided into two stages: the first stage consisted of pre-
selection of candidate genes according to Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) after differential expression analysis between the two groups described
below, and the second stage consisted of selection of genes with the greatest
impact on patient outcome (Figure 1).

In the first stage, only patients from the TCGA cohort assigned to the
intermediate | and Il risk groups of the 2010 European LeukemiaNet (ELN) risk
classification?* were included. From those, only patients who received a
standard “7+3” chemotherapy regimen® as induction therapy and who
underwent allogeneic HSCT in the first complete remission as consolidation
therapy were selected. Thus, 16 patients were divided into two groups: relapse
group, which included patients who relapsed after HSCT (n=7), and disease-

free group, which included patients who were disease-free for more than 24
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months (n=7). Two patients with DFS less than 24 months were excluded from
the disease-free group (Supplemental table 1). GSEA was performed using the
preranked GSEA tool (GSEA v.4.1.0 software). The ranked list of genes
obtained from the differential expression analysis between the relapsed and
disease-free groups, calculated using the metric of the T test, was used as input
data. The hallmark and curated gene sets included in the analyzes (including
only those that used Homo sapiens as the study organism) were obtained from
the MSigDB v7.2 database.

After preranked GSEA, only the gene sets enriched in the relapsed group with
FDR<0.05 were considered. The leading-edge genes from these sets were
selected for the second stage of candidate genes selection. This step included
121 de novo AML patients (non-APL) from the TCGA cohort who received
standard “7+3” chemotherapy as induction therapy3. Survival analysis by uni
and multivariate Cox regression models was applied to test the association with
OS of the 2999 leading-edge genes. Cox regression models were calculated by
the SurvivalAnalysis package of the R program. The continuous variable of
gene expression was dichotomized into high and low expression groups based
on choosing the best cut-off point to predict overall survival (OS) using the
cutpointr package of R 3.3.2. In the multivariate analysis, the confounding
variables were age, white blood cell count (WBC) and ELN2010 risk
classification. After survival analyses, the following filters were applied to select
the genes with the greatest impact on the OS of AML patients: 1. univariate Cox
analysis p-value <0.001; 2. p-value of multivariate Cox analysis <0.005; 3.

Hazard ratio (HR) from univariate Cox analysis = 1.5; 4. AUC > 0.60; 5. mode
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percentage <1.0. Three genes with the greatest impact on OS in AML patients
were selected: IGF2BP3, PDE7B e ST6GALNAC4 (Supplemental figure 1).

TPI design strategy

The same cohort used in the second step of selection of candidate genes
(n=121, TCGA) was used for TPI design. The gene expression values were
normalized by the median, so that it was possible to maintain the same cut-off
point between the different cohorts. The HR values from the univariate Cox
analysis were used to assign the weight of each variable (IGF2BP3, PDE7B e
ST6GALNAC4) in the elaboration of the index. As the HR values from the three
variables were very similar to each other (Supplemental table 2), we assigned a
weight of 1 to the 3 variables when the gene was highly expressed. The TPI
value for each patient was given from the sum of the weights of each variable
(low expression: 0; high expression: 1). Thus, the TPI corresponded to a
continuous variable, ranging from 0 to 3. After inspection of the Kaplan-Meyer
curves (Supplemental figure 2), using overall survival as the outcome variable,
the continuous variable of the TPl was categorized into 3 risk groups: favorable
(no genes with high expression), intermediate (1 or 2 genes with high
expression) and adverse (3 genes with high expression).

RT-gPCR assay

To validation of TPl in the Brazilian validation cohort, we evaluated the
expression of the 3 selected genes through the RT-gPCR method. The material
used for RT-gPCR analysis were obtained at diagnosis from bone marrow
aspirates. Gene expression levels were determined by SYBR®Green chemistry

(Applied Biosystems, Foster City, CA) and the relative expression of the genes
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was determined by the 2-AACq comparative method. For more details on the
gPCR methodology see the Supplementary methods.

Validation of TPI

To validate the TPI in the GSE6891 validation cohort and in the Brazilian
validation cohort, the determination of the TPl was performed following the
criteria defined in the training cohort. The gene expression values were
normalized to the median so that it was possible to use the same cutoff point as
the training cohort (IGF2BP3: 0.8303; PDE7B: 0.7450; ST6GALNAC4: 1.1458).
Statistics analysis and clinical endpoints

Fisher's exact test or Chi-square test, as appropriate, was used to compare
categorical variables. Mann-Whitney, t-test, Kruskal-Wallis or ANOVA test, as
appropriate, were used to compare continuous variables. Overall survival (OS)
and disease-free survival (DFS) were estimated using the Kaplan—Meier
method. OS was defined as the time from diagnosis to death from any cause;
those alive or lost to follow-up were censored at the date last known alive. Early
mortality was defined as death occurring within 30 days from diagnosis. For
patients who achieved CR, DFS was defined as the time from CR achievement
to the first adverse event: relapse, or death from any cause, whichever occurred
first. The log-rank test was used for comparisons of Kaplan—Meier curves. The
Cox proportional hazards regression model for multivariate analysis was used
to assess the independence of TPI variable for the clinical outcome variables.
As evidence of the validity of the prognostic index, we used the area under the
curve (AUC) and the kappa agreement coefficient. For the calculation of AUC
value, Survival and pROC R libraries were used to fit Cox proportional hazards

regression model and to build ROC curves respectively. Two linear models
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were created, and ROC curve was associated for each model under 95%
confidence interval (CI) to calculate the area under the curve (AUC) for each
variable (ELN2010 and TPI). To evaluate which potential indicator (ELN2010 or
TPI) had a better performance, we used 10,000 bootstrap resampling and
calculated in each iteration the difference between ROC AUC defined as AAUC
= AUCtpI — AUCEeLNz2010. All P-values were two sided with a significance level of
0.05. All calculations were performed using Stata Statistic/Data Analysis version
9 (Stata Corporation, USA), IBM SPSS Statistics version 19 and R 3.3.2 (The
CRAN project, www.r-project.org) software.

Results

Transcriptomic prognostic index modeling

There was no statistically significant difference in any of the demographic,
clinical and laboratory variables analyzed between the relapse and disease-free
groups of the first stage of gene selection (Table 1). In the preranked GSEA,
521 gene sets were positively enriched in the relapse group and were
composed of 2999 leading edge genes. The group of patients who relapsed
after allogeneic HSCT were positively enriched with a transcriptional program of
hematopoietic stem cells (HSC) (eg.
JAATINEN_HEMATOPOIETIC_STEM_CELL_UP) and embryonic stem cells
(ESC) (eg. WONG_EMBRYONIC_STEM_CELL_CORE). In addition, they were
positively enriched in gene sets of the myc oncogene targets (eg.
HALLMARK_MYC_TARGETS V1), gene sets associated with control and
progression of cell cycle (eg. HALLMARK_E2F_TARGETS;
REACTOME_S PHASE; REACTOME_G2_M_MARKPOINTS) and

mitochondrial metabolism (eg.
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HALLMARK_OXIDATIVE_ PHOSPHORYLATION),  Krebs  cycle  (eg.
KEGG_CITRATE_CYCLE_TCA CYCLE), fatty acid oxidation (eg.
REACTOME_MITOCHONDRIAL_FATTY_ACID_BETA_OXIDATION) and
mitochondrial translation (eg.
REACTOME_MITOCHONDRIAL_TRANSLATION) (Figure 2; Supplemental
table 4)

The overexpression of the 3 genes (IGF2BP3, PDE7B, ST6GALNACA4) selected
to compose the TPI was individually associated with a worse OS and DFS
(Supplemental figure 1). The TPl was composed of three risk groups: the
favorable group (14.9% of patients; 18/121) included patients with low
expression of the three genes, while the intermediate group (66.1% of patients;
80/121) had one or two of the three genes with high expression, and the
adverse group (19% of patients; 23/121) had high expression of the three
genes.

Clinical and laboratory features and outcome of training cohort patients

There was no statistical difference between the three TPI risk groups regarding
any of the demographic and clinical-laboratory variables analyzed in the TCGA
training cohort (Table 2). The three TPI risk groups were different regarding
OS%3y (p<0.001) and 3 years DFS rate (DFS%3y) (p<0.001) in the training
cohort. The TPI adverse risk group had lower OS%3y (4.3%) and DFS%3y
(0.0%) than the intermediate (OS%3y= 41.6%; DFS%3y= 29.4%, respectively)
and favorable groups (0S%3y= 82.5%; DFS%3y= 68%, respectively) (Figure
3A and 3B, respectively). Furthermore, in multivariate analysis, TPl was an
independent variable for predicting both OS and DFS when adjusted to age,

WBC and ELN2010?%! (Figure 3G and 3H, respectively).
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ROC curves showed that the TPI had a higher AUC (0.73; 95%CIl, 0.65-0.80)
than ELN2010 (0.60; 95%CI, 0.50-0.70). Also, the ROC AUC difference
between ELN2010 and TPI was significant (AAUC, 0.13; 95%CI, 0.02-0.24; p,
0.018), thus we observe that the later model had a better performance of a
prediction model (Supplemental figure 3). Furthermore, the kappa agreement
coefficient between the TPl and ELN indices was 0.132 (standard deviation =
0.064), demonstrating low redundance among them. Next, we assessed
whether the TPI was able to refine the prognosis of each ELN2010 risk groups
(Figure 4A). Due to the low number of patients in the intermediate | and Il risk
groups, we merged those into a single group. Remarkably, the TPI was able to
identify a group of patients who had adverse outcome in favorable and
intermediate ELN2010 risk groups. For patients in the favorable ELN2010 group
(n= 25 patients), who had OS%3y and DFS%3y of 50.3% and 41.7%
respectively (Figure 4B and 4F, respectively), the TPI was able to identify three
different risk groups for OS (0S%3y= favorable TPI: 83.3%, intermediate TPI:
44.3%, adverse TPI: 0.0%; p<0.001) and DFS (DFS%3y= favorable TPI: 65.5%,
intermediate TPI: 34.1%, adverse TPI: 0.0%; p=0.001) (Figure 4C and 4G,
respectively). When we evaluated patients in the intermediate ELN2010 risk
group (n= 47 patients), who had OS%3y and DFS%3y of 35.4% and 22.8%,
respectively (Figure 4B and 4F, respectively), the TPI was also able to identify
three different risk groups for OS (0S%3y= favorable TPI: 75.0%, intermediate
TPI: 38.0%, adverse TPI: 10.0%; p= 0.002), but it was not observed difference
between the TPI groups in relation to DFS (DFS%3y= favorable TPI: 50.0%,
intermediate TPI: 24.5%, adverse TPI. 0.0%; p= 0.073) (Figure 4D and 4H,

respectively). Similarly, when evaluating the adverse risk group ELN2010 (n=



82

25 patients; OS%3y= 32%; DFS%3y= 36.4%) (Figure 4B and 4F, respectively),
the TPI was able to identify three different risk groups regarding OS (OS%3y=
favorable TPI: 100%, intermediate TPI: 40.0%, adverse TPI: 0.0%; p<0.001),
but no difference was observed between the TPI risk groups in relation to DFS
(DFS%3y= favorable TPI: 50.0%, intermediate TPIl: 31.7%, adverse TPI:
censored at 17 months with 25% probability; p=0.280) (Figure 4E and 4l,
respectively).

Application of the TPI in the GSE6891 validation cohort

The favorable risk group comprised 13.5% (55/408) of patients, while 74%
(302/408) of patients were classified in the intermediate group and 12.5%

(51/408) of patients in the adverse group (Table 2).

Patients in the adverse risk group had worse OS%3y and 3-year event-free
survival (EFS%3y) (23.7% and 22.5%) compared to patients in the favorable
risk groups (0OS%3y: 64.4%; EFS%3y: 63.0%) and intermediate (OS%3y:
40.6%; EFS%3y: 43.8%) (p<0.001, both) (Figures 3C e 3 D, respectively). In
addition, the TPI was an independent variable for predicting a worse outcome
for both OS and EFS (Figures 3l and 3J, respectively) and was able to refine
the ELN2010 risk classification in the GSE6891 validation cohort.

(Supplemental figure 4).

Application of the TPI in the Brazilian validation cohort

In the favorable, intermediate and adverse TPI group, 18 (16.7%), 64 (59.3%)
and 26 (24.1%) patients were included, respectively. The median follow-up of
the Brazilian validation cohort was 33 months. The 3-years OS rate was 20.9%
and a median OS of only 8.8 months (95%CI). Overall, 70/108 (65.4%) patients

achieved CR. . Evaluating patients from each of the risk groups, 14/18 (77.8%)
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of patients in the favorable risk group, 42/63 (66.6%) of patients in the
intermediate risk group and 14/26 (53.8%) of patients in the adverse risk group
achieved complete remission (P=0.247). There was no difference between the
three TPI risk groups regarding OS (favorable: OS%3y= 34%; intermediate:
0OS%3y= 14.5%; adverse: 28.1%; p=0.279)(Figure 3E), neither DFS (favorable:
DFS%3y= 49.5%; intermediate: DFS%3y= 11.6%; adverse: 52.9%; p= 0.103)

(Figure 3F).

Gene set enrichment analysis

To understand the transcriptional mechanisms involved in these three
prognostic risk groups, we performed the preranked GSEA comparing the
transcriptomes of these three groups. We observed that increased TPI risk was
associated with upregulation of gene sets enriched in leukemic stem cell
(LSC)/HSC and with transcriptional programs of important pathways for LSCs
survival and self-renewal as well as cell proliferation and differentiation.
Furthermore, the increased risk was positively enriched with gene sets
associated with translation and metabolism (Figure 5).

More specifically, the adverse group was positively enriched with gene sets
expressed in LSC/HSC (eg. EPPERT_CE_HSC_LSC) when compared to the
intermediate or favorable group. The adverse group was also positively
enriched with gene sets involved in the JAK/STAT signaling pathway and target
genes of the myc transcription factor (eg.
HALLMARK 1L6 JAK STAT3 SIGNALING;
BILD_MYC_ONCOGENIC_SIGNATURE). Furthermore, the adverse group
showed high metabolic activity represented by the enrichment of gene sets

associated with metabolism, translation and mitochondrial function. The
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intermediate group, when compared to the favorable group, similarly to the
adverse group, was positively enriched with gene sets involved in the
JAK/STAT, PI3K/AKT, NOTCH and target genes of the myc transcription factor
signaling pathways, and with metabolic process (Figure 5).

Discussion

Here, we proposed a prognostic score based on the expression profile of three
genes (PDE7B, IGF2BP3, ST6GALNAC4), which was able to define three risk
groups (favorable, intermediate and adverse) according to OS and DFS
outcomes and it was validated in a cohort of 408 adult non-APL AML patients.
This scoring system was an independent prognosis factor when adjusted for

confounders in the TCGA training and GSE6891 validation cohort.

The TPI showed a predictive ability that was able to refine the ELN2010
classification in the training and GSE6891 validation cohorts. Notably, the TPI
was able to identify a subset of patients with an adverse outcome within both
the favorable and intermediate ELN risk groups. Therefore, it is possible that
patients with an adverse outcome for TPI, but classified as favorable by ELN,
could benefit more from allogeneic HSCT than the regular maintenance

chemotherapy after the first CR.3 1122

The genes selection that composed the TPI consisted of selecting targets that
could be related to the most aggressive phenotype of relapse after allogeneic
HSCT, using the GSEA. The choice for the GSEA tool, instead of selecting the
most differentially expressed genes, for the subsequent analysis of survival, lies
in the fact that the analysis by gene sets also allows the detection of genes with
subtle changes in expression, but which may play a relevant role on the biology

of AML.%2 The group of patients who relapsed after allogeneic HSCT were
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positively enriched with both HSC and ESC transcriptional programs, MYC
oncogene target gene sets and gene sets associated with cell cycle control and
progression. There is a great body of evidence showing that AML with HSC
transcriptional signature are associated with worse prognosis and higher risk of
relapse.?4?” The MYC oncogene had be shown to play an important role in the
proliferation, self-renewal and survival of stem cell, like ESC and LSC, and
chemotherapy resistance in AML.?®33 Furthermore, MYC is commonly
overexpressed in several AML subtypes with different mutational profiles34 3%
and it's overexpression is capable of inducing an AML-like disease, with similar
transcriptional programs, in murine model*®38, The relapse group was also
enriched with gene sets associated with mitochondrial metabolism. Recent
studies have shown that leukemic cells depend mainly on oxidative
phosphorylation for survival and the ability increase mitochondrial metabolism is

possibly a hallmark of chemotherapy resistance in vivo in AML.3%-4!

Among TPI genes, only PDE7B had already been associated with outcome in
AML patients. In a study involving 632 AML patients with normal karyotype,
overexpression of PDE7B was an independent predictor for a poor outcome.*®
The PDE7B gene encodes an phosphohydrolase that acts on the hydrolysis of
cAMP to AMP, being one of the responsible for the reduction of intracellular
cCAMP levels.*> 43 In turn, cAMP is one of the oldest known cell signaling
molecules** and is involved in several cellular processes such as proliferation
control, apoptosis, anti-inflammatory response and homing.*® 46 In an in vitro
study using PDE7B inhibitors in cells from chronic lymphocytic leukemia
patients, a pro-apoptotic effect of inhibition of this protein was observed, which

was associated with an intracellular cAMP increased.*’ Furthermore, in an study
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using both trans-retinoic acid-sensitive and resistant APL cell lines and murine
models, the use of a cCAMP analog caused cell growth arrest and increased cell

differentiation.4®

The IGF2BP3 gene encodes an oncofetal protein that regulates the stability,
degradation and localization of target mRNAs, as well as miRNA biogenesis.*®
Recent data shows that IGF2BP3 is play a role in the disruption of cell cycle,
inhibition of apoptosis, CSC self-renewal and cell migration.***° IGF2BP3
overexpression has been associated with adverse prognosis in several solid
tumors,>%-5° but only one study demonstrated the impact of this gene expression
on the outcome of pediatric acute lymphoblastic leukemia .%° To date, no
studies has been published associating the expression of this gene with the

outcome of AML patients.

The human ST6GALNAC4 gene was first identified and characterized in 2000
by Harduin-Lepers et al.’® This gene encodes a glycosyltransferase that
transfers sialic acid to residues containing N-acetylgalactosamine.®! These
sialylated sugar chains are present in the cell membrane and can contribute to
evasion of tumor cells from cytotoxic mechanisms or serve as ligands for a wide
variety of molecules, such as the Thomsen-Friedenreich antigen (TF).6264
Several studies have shown that TF overexpression on the cancer cell surface
plays an active role in tumor progression and metastasis through interaction
with galectins.53 65 ST6GALNAC4 overexpression has been associated with
tumor progression and invasiveness in lung cancer and follicular thyroid
carcinoma. %5 66 To date, this is the first work that describes the association of
the ST6GALNAC4 overexpression with a poor clinical outcome in AML patients.

However, an in vitro study using doxorubicin-resistant AML cell lines indicated
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that sialylation alterations were involved in the development of multidrug

resistance.%’

In the GSEA, by comparing the transcriptome of the three TPI risk groups, we
observed that increased risk was positively enriched with HSC/LSC gene sets.
As previously mentioned, several reports in the literature have shown that AML
with a transcriptomic signature of HSC/LSC tend to have a worse outcome, with
greater chances of relapse and death, in both adult and pediatric patients.® 24
68-72 Furthermore, the increased TPI risk was positively enriched with important
transduction pathways (JAK/STAT, MYC oncogene target genes, PISBKAKT and
NOTCH) for cell proliferation, LSC self-renewal, control of apoptosis and
metabolism?6: 38 7377 Constitutive activation of pathways such as JAK/STAT,
MYC oncogene target genes, PIBKAKT and NOTCH tends to be associated

with a worse outcome in patients with AML.26: 75 77

Although the TPI was able to define distinct risk groups and refine the ELN2010
risk classification in the training and GSE6891 validation cohort, we were not
able to validate this score using the gPCR methodology in the Brazilian
validation cohort. Several factors may have limited the analyzes. First, different
methodologies were used to determine the gene expression levels. In the
training, GSE6891 validation and Brazilian validation cohorts was used RNA
sequencing, microarray and gPCR methodology, respectively. The use of gene
expression data as a prognostic tool is complex because it is a continuous
variable, which makes it difficult to compare different methodologies. However,
some prognostic markers based on gene expression, such as the
overexpression of the EVI1 and BAALC genes, are used in panels of prognostic

biomarkers at diagnosis in a standardized way and have already been validated
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by several centers.'#17 In this context, it is possible that prognostic biomarkers
based on gene expression can be used in the diagnostic routine with due

standardization.

Second, this study was retrospective with small number of patients involved, a
short follow-up time and was used a “real life” cohort of AML patients treated in
Brazil, a low- and middle-income countries (LMIC). We advocate that clinical
data obtained from real-world studies, if properly registered and with
guaranteed accessibility, can provide representative evidence from routine
practice about the clinical outcomes of patients?°. However, real-world results
should be analyzed with caution because many variables (e.g. drug
unavailability, inadequate infrastructure, risk-adapted treatment, comorbidities,
time from diagnosis to treatment initiation and several others socio-economic
problems) 7883 cannot be fully controlled may bias the results. In such cases,
the studies must involve a large number of patients, which was not the case in
our study. In addition, prospective studies are necessary to validate these

results.
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Table 1: Demographic, laboratory and clinical characteristics of the relapsed and disease-free

patient groups.

Characteristics All cohort Disease-free Relapsed
N=14 (%)  N=7 (%) N= 7 (%) f/’(jﬂue

Age (years), median 58.5 60.0 57 0.371
Range 23-69 35-69 23-63

Gender 1.000
Female 8 (57.1) 4 (57.1) 4 (57.1)
Male 6 (42.9) 3(42.9) 3(42.9)

WBC (x10°%L), median 11.95 11.5 27.6 0.655
Range 0.6-80.5 1.2-72.1 0.6-80.5

BM Blasts (%), median 64.5 86.0 59.0 0.230
Range 35-99 42-99 35-89

FAB 0.087
MO 1(7.1) 1(14.3) 0 (0.0)
M1 5 (35.7) 4 (57.1) 1(14.3)
M2 4 (28.6) 0 (0.0) 4 (57.1)
M4 3(21.4) 1(14.3) 2 (28.6)
M5 1(7.1) 1(14.3) 0 (0.0)
M6 - - -
M7 - - -

Cytogenetict 0.280
Intermediate risk abnormality 6 (42.9) 4 (57.1) 2 (28.6)
Normal karyotype 8 (57.1) 3(42.9) 5(71.4)

Matched allogeneic HSCT type 0.577
Sibling donor 9 (64.3) 5(71.4) 4 (57.1)
Unrelated donor 5 (35.7) 2 (28.6) 3 (42.9)

FLT3-ITD 0.577
Non-mutated 9 (64.3) 5(71.4) 457.1)
Mutated 5 (35.7) 2 (28.6) 3(42.9)

NPM1 0.237
wild type 10 (71.4) 4 (57.1) 6 (85.7)
Mutated 4 (28.6) 3(42.9) 1(14.3)

Molecular risk? 0.299
Low risk 1(7.1) 1(14.3) 0 (0.0)
High risk 13 (92.9) 6 (85.7) 7 (100.0)



CEBPA
Non-biallelic
Biallelic mutation

ASXL1
Wild type
Mutated

TP53
Wild type
Mutated

RUNX1
Wild type
Mutated

14 (100.0)
0 (0.0)

13 (92.9)
1(7.1)

14 (100.0)
0(0.0)

12 (85.7)
2 (14.3)

7 (100.0)
0 (0.0)

6 (85.7)
1 (14.3)

7 (100.0)
0(0.0)

6 (85.7)
1(14.3)

96

7 (100.0)
0 (0.0)

0.299
7 (100.0)
0 (0.0)

7 (100.0)
0 (0.0)
1.0
6 (85.7)
1(14.3)

Abbreviation: BM, bone marrow; WBC, White blood cells; FAB, French-American-British

Classification.

1: Cytogenetic categories were defined following the MRC criteria.

2: Low risk comprises patients with mutated NPM1 gene and non-mutated FLT3-ITD, while
the high risk group comprises the genotypes NPM1 non-mutated/FLT3-ITD non-mutated,
NPM1 non-mutated/FLT3-ITD mutated, NPM1 mutated/FLT3-ITD mutated.
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Table 2: Demographic, laboratory, and clinical characteristics of training cohort (TCGA), external validation cohort (GSE6891) and internal validation cohort (Brazilian) patients, as well as favorable, intermediate, and adverse
risk groups for TPI.

Training cohort Brazilian cohort GSE68914 cohort
Characteristics TPI p TPI p TPI p
All . All . All .
Favorable Intermediate Adverse Favorable Intermediate Adverse Favorable Intermediate Adverse
cohort cohort cohort
2');)121 N=18 (%)  N=80 (%) N= 23 (%) 2');)108 N=11(%) N=85 (%) N= 12 (%) ('\(',/j)“og N=39 (%)  N= 289 (%) N=80 (%)
Age (years), median 55 53 55 58 0.389 a7 50 46 48 0.515 45 38 46 445 0.056
Range 18-81 21-76 18-81 21-77 1971 24-69 19-71 25-63 1877  19-57 1877 18-70
Gender 0.731 0.906 0.697
Female 56 (46.3) 9 (50.0) 35 (43.8) 12 (52.2) 51(47.2) 5(455) 41 (48.2) 5 (41.7) (2505' o 170436  146(505) 41 (51.3)
Male 65(53.7) 9 (50.0) 45 (56.3) 11 (47.8) 57 (52.8) 6 (54.5) 44 (51.8) 7 (58.3) (2505' o 22(864)  143(495) 39 (48.8)
9
WBC (x10°L), 29.4 123 32.1 145 0.254 488 547 47.7 18.7 0542 - - - ; -
median
Range 0.6-297,4 252974  0.6-223.8 0.8-171.9 1.2-300.05.7-24.3  1.2-300.0 131751 - - - ; -
0,
BM Blasts (%}, 74.0 72.0 715 79.0 0.244 69.0  85.0 69.0 615 0.965 - - - - -
median
Range O 400990 3001000 43.0-97.0 20.0-97.026.0-97.0  20.0-97.0 36.0-97.0 - . . - .
FAB 0.382 0.925 0.050
MO 12(10.0) 2(11.1) 5 (6.3) 5 (21.7) 5(5.3) - 5 (6.8) - 16 (4.1) - 12 4(5.1)
M1 37(30.8) 7(38.9) 24 (30.4) 6 (26.1) 10(10.6) 1 (10.0)  7(9.5) 2 (20.0) 93 (23.5) 8 (20.5) 68 17 (21.8)
M2 27 (22.5) 5 (27.8) 19 (24.1) 3 (13.0) 38(40.4) 5(50.0) 29 (39.2) 4 (40.0) 99 (25.1) 18 (46.2) 64 17 (21.8)
M4 29 (24.2) 3 (16.7) 21 (26.6) 5 (21.7) 30 (31.9) 2(20.0) 24 (32.4) 4 (40.0) 81 (20.5) 8 (20.5) 60 13(16.7)
M5 12 (10.0) 1(5.6) 9 (11.4) 2(8.7) 9(9.6) 2(200)  7(95) : 100 5128 68 27 (34.6)

(25.3)
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Abbreviation: BM, bone marrow; FAB, French-American-British Classification; MRC: Medical Research Council; ELN: European Leukemia Net classification risk.
1: Missing data was excluded from p-value calculation
2: Cytogenetic categories were defined following the MRC criteria.®*
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Pre-selection of
candidate genes

- ELNZ2010 Intermediate I and II
- Induction: “3+7”

Training cohort

(N=16) - Consolidation: allogeneic HSCT in 15tCR
» 2 patients excluded with DFS less
than 24 months
Relapsed Disease free
Relapsed after HSCT Disease-free for more
(N=7) than 24 months(N=7)
-
/
Ranked list of genes (20.501 genes):
differential expression, teste T
Preranked GSEA: leading edge genes
(2999 genes)
Survival Analysis: - Training cohort (TCGA)
Uni and multivariate Cox - Intensive chemotherapy
regression models (0S) - N=121 patients AML non-APL

l

IGF2BP3, PDE7B e ST6GALNAC4:
index design

i

Index validation:
Cohort of 108 patients AML non-APL

Figure 1: Study design flowchart.
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Figure 2: Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) Preranked comparing the

transcriptome of relapsed and disease-free groups.
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of OS (A) and DFS (B) curves for patients in the
and adverse TPI risk group of the training cohort.
Comparison of OS (C) and EFS (D) curves for patients in the favorable,
intermediate and adverse TPI risk group of the GSE6891 external validation
cohort. Comparison of OS (E) and DFS (F) curves for patients in the favorable,
intermediate and adverse TPI risk group of the Brazilian internal validation
cohort. Multivariate Cox model for OS (G) and DFS (H) of the training cohort
and for OS (I) and EFS (J) of the GSE6891 external validation cohort.



103

~ O w 2
—
- o
w N
C ELN2010 Favorable D _ELN2010intermediatelandll ~ E _ ELN2010adverse
100 | p=0.124 ELN2010 100 [ P<0.001 100-{ p=0,002 L S —
. T ' Favorable . . —[ : . [ p= 0,003 TPI
e %) Intermediate land Il| 2o ] Favorabl
ol U J ol g orable
2 \ﬁ‘ Adverse R o | TPl < o ] < & Intermediate
T; i s "Favorable s TPI = ~Adverse
o] 1. 4 2 60 Intermediate E 60 I"Favorable 2 6o
S } E ~Adverse 5 Intermediate S L
0 i m 0 v ~IAdverse 0 |
= 40 B = 40 = 4| l = 4 L
— s :
> > > 20 g
O O o o
o \
2 T T T T T T T “ T T T T T T o x i ' X o > i ! U ) U U X !
0 20 4 6 8 10 120 ) 0 4 6 8 10 O W 40 e B0 A0 M 0 2 4 e 80 10 12
Months Months Mohths: Months
F e G ELN 2010 Favorable H  ELn20t0intermediate 1anan 1. ELN2010 adverse
77 p=0096 100 —1p= 0,001 TPI 100~ 1 p=0,073 TPI 1009 - p=0,280
z i " Favorable = [ B i = : TF!
< | Intermediate | and Il é |l avorab‘e < TEavorable < IFavorable
= * _MAdverse = o Intermediate | = . Intermediate | = oo Int diat
s 1 [ I Adverse [ b ~Adverse S ol
s = = | = ~Adverse
5 60 | E 60 E 601 [ | S 60
2 L " ©n L ‘ :
@ (TR @ g !
S o @ o o
3T S s g 5
@ @ @ @
s ) ) ]
& S 20 S 2 3 2
a n K] ‘ 0
(=] [=] (=]
24 T T T T T o 1 1
A b o o» o T % 5 3 % I S T I
Months Months Months Months

Figure 4: Circus plot (A) showing the relationship between risk groups
ELN2010 and TPI. Comparison between the OS (B) and DFS (F) curves of the
favorable, intermediate I/l and adverse ELN2010 risk groups of the training
cohort. Comparison of OS and DFS curves between favorable, intermediate
and adverse TPI risk groups of patients in the favorable (C and G, respectively),
intermediate I/1l (D and H, respectively) and adverse (E and I, respectively)
ELN2010 risk group. Due to the small number of patients, we merged
intermediate ELN2010 risk groups | and 1l into just one intermediate group.
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Figure 5: Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) Preranked comparing the
transcriptome of favorable, intermediate and adverse TPI risk groups.
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6 DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho nos propomos a avaliar o impacto isolado e
aditivo de marcadores moleculares no desfecho clinico de pacientes adultos
com LMA. Aqui demonstramos o0 impacto isolado de mutacdes no gene
DNMT3A e da hiperexpressao do gene ID1, bem como da co-ocorréncia de
mutacBes nos genes DNMT3A, FLT3 e NPM1 no desfecho de pacientes LMA.
Além disso, propomos um indice de prognostico baseado no impacto aditivo da
expressdo aberrante de trés genes (IGF2BP3, PDE7B e ST6GALNAC4) para
estratificacdo de risco dos pacientes LMA, na tentativa de refinar a
estratificacdo de risco do grupo colaborativo ELN2010 (Dohner et al. 2010).

Para a andlise das mutacdes no gene DNMT3A nos detivemos as
mutacBes no codon R882, localizada no exon 23. Esta deciséo foi baseada no
fato desse ser um hotspot mutacional na LMA e por apresentar impacto
prognoéstico particular nessa doenca e papel fisiopatolégico distinto, em
comparacao com as mutacfes ndo-R882 (Thol et al. 2011; Rennevile et al.
2012; Gaidzik et al. 2013; Ley et al.2013; Guryanova et al. 2016; Emperle et al.
2019; Venugopal et al. 2021; Huang et al. 2022). O fato de nos restringirmos a
mutacBes no cédon R882 deve ter sido o motivo de termos relatado uma menor
frequéncia de mutacées no gene DNMT3A em comparagcdo com outros estudos
(Ley et al. 2010; Thol et al. 2011; Rennevile et al. 2012; Gaidzik et al. 2013;
Roller et al. 2013).

As mutacbes no gene DNMT3A estiveram associadas com pior
desfecho em uma coorte de 507 pacientes adultos néo selecionados com LMA
tratados em cinco centros especializados no Brasil. Entretanto, os resultados

apresentados na literatura ainda séo conflitantes. Diversos grupos especulam
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que as caracteristicas relacionadas aos pacientes, critérios de inclusdo e
exclusdo dos pacientes no estudo e as diferencas nos protocolos de tratamento
poderiam explicar os resultados contraditorios (Ley et al. 2010; Thol et al. 2011;
Rennevile et al. 2012; Gaidzik et al. 2013).

Além disso, avaliamos o impacto prognoéstico da co-ocorréncia das
mutacées DNMT3A com mutacbes NPM1 e FLT3-ITD, uma vez que essa co-
ocorréncia é a mais frequente (Cancer Genome Atlas, 2013; Papaemmanuil et
al. 2016) e, como também, a LMA triplo-mutada tende a apresentar impacto
progndéstico adverso particular (Papaemmanuil et al. 2016) e parece definir um
novo subgrupo de LMA com assinatura de RNAmM, microRNA e de metilacao do
DNA caracteristicos (Cancer Genome Atlas, 2013; Garg et al. 2019).

A frequéncia da co-ocorréncia dessas trés mutacdes foi bem similar ao
observado em outros trabalhos (Cancer Genome Atlas, 2013; Papaemmanuil et
al. 2016). Os pacientes triplo-mutados tiveram piores sobrevida global e
sobrevida livre de doenca e maior taxas de incidéncia cumulativa de recaida do
gue os pacientes néo triplo-mutados. Os resultados foram validados em duas
coortes de dados publicos, a coorte TCGA (Cancer Genome Atlas, 2013) e a
GSE6891 (Verhaak et al. 2009), que também demonstraram o0 impacto
negativo da co-ocorréncia dessas mutacdes no desfecho dos pacientes LMA.
Vemos, por tanto, que esses relatos estdo de acordo com a literatura
(Papaemmanuil et al. 2016; Wang et al. 2020). A explicacéo fisiopatologica
para o impacto adverso dessas mutacdes na LMA ainda € incerta, mas um
estudo recente demonstrou que a expressao do alelo DNMT3A R882 induziu

expansdo de células tronco hematopoiéticas e que cooperando com mutacdes
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FLT3-ITD e NPM1 mutado induziu LMA in vivo e promoveu resisténcia a
qguimioterapia com antraciclina (Guryanova et al. 2016).

Na tentativa de propor um indice de progndéstico baseado no impacto
aditivo de alteracdes genéticas no desfecho de pacientes LMA, avaliamos
primeiramente o impacto isolado de diversos marcadores genéticos, ja
descritos como associados com LMA, na sobrevida global de pacientes de uma
coorte de dados publicos, TCGA (Cancer Genome Atlas, 2013). Os resultados
estdo apresentados no Apéndice 1. Apenas as mutacdes no gene TP53 e a
hiperexpressdo do gene ID1 estiveram associadas com pior SG. O indice
baseado no impacto aditivo dessas duas variaveis ndo se mostrou uma
ferramenta robusta para estratificacdo de risco da LMA. Entretanto, nos
estimulou a aprofundar as analises do impacto da hiperexpressédo do gene ID1
no desfecho dos pacientes LMA.

Nés demonstramos que a hiperexpressdo do gene ID1 foi um fator
preditor para um pior desfecho em uma coorte publica e que manteve sua
capacidade preditiva em uma coorte de pacientes da “vida-real”’. O que esta de
acordo com o relatado na literatura (Tang et al. 2009; Damm et al. 2012; Zhou
et al. 2015). Entretanto, em ambas as coortes, a hiperexpressao de ID1 ndo foi
um fator preditor independente de outras varidveis de confusdo para o
desfecho dos pacientes LMA (Tang et al. 2009; Damm et al. 2012; Zhou et al.
2015). Na literatura essa questdo é controversa, enquanto dois estudos
distintos (Tang et al. 2009; Zhou et al. 2015) demonstraram que a
hiperexpressdo de ID1 foi um fator progndstico independente para um pior
desfecho em pacientes adultos jovens com LMA, um outro estudo (Damm et al.

2012) demonstrou que a expressdo do gene ID1 nédo foi variavel independente,
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mesmo quando avaliado apenas pacientes adultos jovens. Diferencas nas
caracteristicas e nos critérios de inclusdo dos pacientes e nos protocolos de
tratamento poderiam explicar os resultados contraditorios.

Ademais, vimos que a hiperexpressdo de ID1 estd associada a
anormalidades inegavelmente associadas a pior evolucdo da LMA, como as
mutacbes em TP53, enquanto sua hipoexpressdo estd associada a
anormalidades sabidamente associadas a um desfecho favoravel na LMA,
como as mutacdes CEBPA e anormalidades no core binding fator. Além disso
tem sido demonstrado, por ensaios funcionais, que ID1 tem sua expressao
controlada por algumas dessas mutacdes condutoras (Wagner et al, 2006; Tam
et al. 2008). Dessa maneira, é possivel que o efeito da expressédo do gene ID1
no desfecho dos pacientes LMA seja secundario a acdo de outras alteracfes
condutoras da LMA. Entretanto, a sua expressdo tem-se demonstrado
importante para fisiopatologia da LMA e de outros tumores (Suh et al, 2008;
Wang et al, 2015; Man et al, 2016; Singh et al, 2018; Zhao et al, 2019; Wu et al,
2019). Sendo assim, se a expressdo do gene ID1 é util como um marcador
prognéstico para o refinamento de estratificacbes de risco da LMA ou como
alvo terapéutico € uma questao que merece maiores estudos.

Na tentativa de propor refinamento para estratificacéo de risco ELN2010,
desenvolvemos um indice de prognéstico (TPI, do inglés transcriptome-based
prognostic index) baseado no perfil de expressdo de trés genes (PDE7B,
IGF2BP3, ST6GALNAC4), que foi capaz de caracterizar trés grupos de risco
(favoravel, intermediario e adverso). Dos trés genes selecionados, apenas o
PDE7B ja havia sido associado diretamente com o desfecho de pacientes LMA.

Em um estudo que envolveu 632 pacientes LMA com cariétipo normal (LMA-
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CN) a hiperexpressao do PDE7B foi um fator preditor independente para um
pior desfecho (Cao et al, 2019). Até onde temos conhecimento, este é o
primeiro trabalho que associa a hiperexpressdo dos genes IGF2BP3 e
ST6GALNAC4 com o desfecho de pacientes adultos com LMA.

O TPI foi um fator prognaostico independente para predicdo de SG e SLD
numa coorte com 121 pacientes adultos com LMA nédo-LPA e foi validado em
uma coorte publica com 408 pacientes adultos LMA néo-LPA. Ademais, o TPI
apresentou capacidade preditiva para a SG superior a classificacdo ELN2010 e
foi capaz de refinar esta classificacdo na coorte de desenho e de validagéo
externa. O TPI foi capaz de definir um grupo com desfecho adverso para a SG
dentro dos grupos de risco favoravel e intermediario da classificacdo ELN2010
e para a SLD dentro do grupo de risco favoravel ELN2010. Dessa maneira, €
possivel que pacientes com desfecho adverso para o TPI, que estavam
classificados no grupo favoravel ELN2010, possam se beneficiar do TCTH
alogénico apds a primeira remissdo completa. Uma vez que os pacientes no
grupo favoravel da classificacdo ELN2010 ndo séo inicialmente indicados para
TCTH alogénico na primeira remissdao completa (Cornelissen et al, 2016;
Dohner et al, 2017). Entretanto, esse estudo é retrospectivo e envolve
pacientes ndo uniformemente tratados, dessa maneira, ensaios clinicos
prospectivos sdo necessarios para validar esses achados.

Na tentativa de reproduzir o TPl em uma coorte da vida real, utilizando
a metodologia de RT-qPCR, aplicamos o TPl em uma coorte composta por 108
pacientes adultos com LMA diagnosticados e tratados em 3 centros
especializados no Nordeste do Brasil. Entretanto, nessa coorte, o TPl nao foi

capaz de distinguir os trés grupos de risco com relacdo a taxa de RC, SG e
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SLD. Vérios fatores podem ter limitado as analises. Primeiramente, diferentes
metodologias foram usadas para determinar os niveis de expressédo génica. Na
coorte de desenho, foi utilizado o sequenciamento de RNA, enquanto nas
coortes de validacdo externa e interna, foram utilizadas as metodologias de
microarray e RT-gPCR, respectivamente. Assim, devido a diferentes grandezas
e dispersdo de valores e diferentes sensibilidades do teste, ndo foi possivel
determinar exatamente 0 mesmo ponto de corte para ambas as coortes, sendo
necessario definir um ponto de corte especifico para cada uma das situacoes.

Por ser uma variavel continua, dados de expressao génica sao
complexos para serem utilizados como marcador prognéstico, sendo dificil a
padronizacdo e reproducdo em metodologias diferentes. No entanto, alguns
marcadores prognosticos baseados na expressdo génica, como a
superexpressdao dos genes EVI1 e BAALC, sao utilizados em painéis de
biomarcadores progndsticos ao diagnéstico de forma padronizada e ja foram
validados por diversos centros (Brand et al. 2013; Alessandrini et al. 2017,
Kappala et al. 2017; Nomdedeu et al. 2017). Dessa maneira, € possivel que,
com a devida padronizacdo, biomarcadores prognoésticos baseados na
expressao génica possam ser utilizados na rotina diagndstica.

Em segundo lugar este estudo foi retrospectivo usando uma coorte da
“vida real” de pacientes com LMA tratados no Brasil, um pais em
desenvolvimento. Dessa maneira, 0s pacientes nao foram tratados de maneira
uniforme e diversos problemas socioecondmicos podem ter interferido no
desfecho: falta de infraestrutura adequada e tratamento de suporte adequado
que levam a altas taxas de infec¢cbes bacterianas e fungicas fatais, leitos

superlotados e falta de medicamentos quimioterapicos que levam a atrasos no
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tratamento, baixo nivel socioeconémico da populacéo, incluindo mas condicbes
de moradia, baixa renda per capita e baixa escolaridade (Rego et al. 2003;
Lucena-Araujo et al. 2010; Nucci et al. 2013; Lima et al. 2015; Benicio et al.
2017). Esses problemas socioecondmicos em geral acarretam resultados
adversos, bastante inferiores ao de paises desenvolvidos (Applebaum et al.
2006; Lowenberg et al. 2011; Silveira et al. 2021). Portanto, é possivel que a
dificuldade no tratamento de pacientes com LMA tenha levado a resultados
muito insatisfatorios que superaram as diferencas bioldgicas dos pacientes em
resposta a terapia.

Essa realidade alarmante chama a atencdo para a necessidade
urgente de melhoria no suporte clinico e tratamento de pacientes com LMA em
nosso pais, a fim de melhorar o desfecho dos pacientes e obter resultados
comparaveis aos de paises desenvolvidos. Tais melhorias podem ser
alcancadas por meio de esforcos de colaboracéo internacional. Um exemplo
disso € o Consorcio Internacional para Leucemia Promielocitica Aguda (IC-
APL, do inglés International Consortium on Acute Promyelocytic Leukemia),
gue estabeleceu um diagndstico rapido, tratamento e diretrizes de suporte para
a LPA que foram adaptadas as condi¢des locais, com o0 apoio e troca de
expertise com equipes dos Estados Unidos e da Europa. As melhorias
alcancadas com esse consoOrcio demonstram que € possivel melhorar o
prognéstico de malignidades graves em paises em desenvolvimento por meio
de colaboragao internacional a um custo relativamente baixo (Rego et al.

2013).
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7 CONCLUSOES

Mutagdes no gene DNMT3A foram associadas com piores taxas de
incidéncia cumulativa de recaida e SLD e foram independentemente

associadas com pior taxa de SG.

Mutacbes DNMT3A foram frequentemente associadas com mutacdes

FLT3-ITD e no gene NPML1.

Pacientes triplo-mutados DNMT3A/FLT3-ITD/NPM1 apresentaram
menores taxas de SG e SLD e maior taxa de incidéncia cumulativa de
recaida em comparacdo com 0s pacientes nao triplo-mutados, enquanto

nao apresentaram impacto na taxa de RC.

A hiperexpressdo do gene ID1 foi um fator preditor negativo para a
sobrevida global dos pacientes com LMA em uma coorte publica e uma
coorte da “vida real” de pacientes LMA, entretanto nao foi uma variavel

independente de outras variaveis de confuséo.

A hiperexpressao do gene ID1 ndo esteve associada com RC ou com

SLD.

A hiperexpressdo dos genes PDE7B, ST6GALNAC4 e IGF2BP3 foi
selecionada como marcador prognéstico molecular para desenho do

TPI.

O aumento do risco do TPI foi um preditor independente para uma pior

SG e SLD na coorte de desenho e de validacao externa.

O TPI nao esteve associado com RC, SG e SLD na coorte de validagcao

interna.



113

REFERENCIAS

ALCALAY M et al. Common themes in the pathogenesis of acute myeloid
leukemia. Oncogene, 20, 5680-5694, 2001

ALESSANDRINI M; Kappala SS; Pepper MS. AMLprofiler: A Diagnostic and
Prognostic Microarray for Acute Myeloid Leukemia. Methods Mol Biol, 1633,
101-123, 2017.

ALLEN C et al. The importance of relative mutant level for evaluating
impact on outcome of KIT, FLT3 and CBL mutations in core-binding factor
acute myeloid leukemia. Leukemia, 27, 1891-1901, 2013.

AL-HARBI S et al. An update on the molecular pathogenesis and potential
therapeutic targeting of AML with t(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1.
Blood Adv, 4, 1, 229-238, 2020.

APPELBAUM FR et al. Age and acute myeloid leukemia. Blood, 107, 9,
3481-5, 2006

ARBER DA et al. The 2016 revision to the World Health Organization
classification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood, 127, 20,
2391-2405, 2016.

ARNOLD N et al. Establishing a control population to screen for the
occurrence of nineteen unclassified variants in the BRCA1 gene by
denaturing high-performance liquid chromatography. J Chromatogr B
Analyt Technol Biomed Life Sci, 782, 99-104, 2002.

AYATOLLAHI H et al. Prognostic Importance of C-KIT Mutations in Core
Binding Factor Acute Myeloid Leukemia: A Systematic Review. Hematol
Oncol Stem Cell Ther, 10, 1-7, 2017

BELSON M; KINGSLEY B; HOLMES. A Risk Factors for Acute Leukemiain
Children: A Review. Environ Health Perspect, 115, 138-145, 2007.

BENICIO MTL et al. Evaluation of the European LeukemiaNet
recommendations for predicting outcomes of patients with acute myeloid
leukemia treated in low- and middle-income countries (LMIC): A Brazilian
experience. Leuk Res, 60, 109-114, 2017

BENNETT JM et al. Criteria for the Diagnosis of Acute Leukemia of
Megakaryocyte Lineage (M7): A Report of the French-American-British
Cooperative Group. Ann Intern Med, 103, 460-462, 1985

BENNETT JM et al. Proposals for the classification of the acute
leukaemias. French-American-British (FAB) co-operative group. Br J
Haematol, 33, 451-458, 1976.



114

BENNETT JM et al. Proposal for the recognition of minimally differentiated
acute myeloid leukaemia (AML-MO). Br J Haematol, 78, 325-329, 1991

BITTENCOURT R et al. Leucemia Miel6ide Aguda: perfil de duas décadas do
Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas de Porto Alegre — RS. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter, 25, 1, 17-24, 2003

BODDU P et al. Treated secondary acute myeloid leukemia: a distinct high-
risk subset of AML with adverse prognosis. Blood Adv, 1, 17, 1312-1323, 2017

BOWMAN RL et al. Clonal Hematopoiesis and Evolution to Hematopoietic
Malignancies. Cell Stem Cell. 22, 157-170, 2018.

BRAND J et al. A standardized microarray assay for the independent gene
expression markers in AML: EVI1 and BAALC. Exp Hematol Oncaol, 2, 1, 7,
2013.

BRAY F et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of
incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J
Clin, 68, 6, 394-424, 2018.

BULLINGER L et al. Use of gene-expression profiling to identify prognostic
subclasses in adult acute myeloid leukemia. N Engl J Med, 350, 16, 1605-
16, 2004

BUSCARLET M et al. Lineage restriction analyses in CHIP indicate myeloid
bias for TET2 and multipotent stem cell origin for DNMT3A. Blood, 132, 3,
277-280, 2018

CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK. Genomic and
epigenomic landscapes of adult de novo acute myeloid leukemia. N Engl J
Med, 368, 22, 2059-74, 2013.

CAO L et al. The Prognostic Significance of PDE7B in Cytogenetically
Normal Acute Myeloid Leukemia. Sci Rep, 9, 1, 16991, 2019

CONWAY O’BRIEN E; PRIDEAUX S; CHEVASSUT, T. The Epigenetic
Landscape of Acute Myeloid Leukemia. Adv Hematol. 2014, 1-15, 2014

CORCES-ZIMMERMAN MR, MAJETI R. Pre-leukemic evolution of
hematopoietic stem cells: the importance of early mutations in
leukemogenesis. Leukemia, 28, 2276-2282, 2014.

CORNELISSEN JJ; BLAISE D. Hematopoietic stem cell transplantation for
patients with AML in first complete remission. Blood, 127, 1, 62-70, 2016.

DAMM F et al. Integrative prognostic risk score in acute myeloid leukemia
with normal karyotype. Blood, 117, 17, 4561-4568, 2011.



115

DAMM F et al. ID1 expression associates with other molecular markers
and is not an independent prognostic factor in cytogenetically normal
acute myeloid leukaemia. Br J Haematol, 158, 208-215, 2012.

SILVA WF et al. Real-life Outcomes on Acute Promyelocytic Leukemia in
Brazil - Early Deaths Are Still a Problem. Clin Lymphoma Myeloma Leuk, 19,
2,ell6-e122, 2019

DE LA BLETIERE DR et al. Routine use of microarray-based gene
expression profiling to identify patients with low cytogenetic risk acute
myeloid leukemia: accurate results can be obtained even with suboptimal
samples. BMC Med Genomics, 30, 5-6, 2012.

DEBERNARDI S et al. Genome-wide analysis of acute myeloid leukemia
with normal karyotype reveals a unique pattern of homeobox gene
expression distinct from those with translocation-mediated fusion events.
Genes Chromosomes Cancer, 37, 2, 149-58, 2003.

DESAI P et al. Somatic mutations precede acute myeloid leukemia years
before diagnosis. Nat Med, 24, 7, 1015-1023, 2018.

DOHNER H; ESTEY E; GRIMWADE D. Diagnosis and management of AML
in adults: 2017 ELN recommendations from an international expert panel.
Blood, 129, 4, 424-447, 2017.

DOHNER H et al. Diagnosis and management of acute myeloid leukemia in
adults: recommendations from an international expert panel, on behalf of the
European LekemiaNet. Blood, 115, 453-474, 2010

DOHNER H et al. Acute Myeloid Leukemia. N Engl J Med, 373, 12, 1136-
1152, 2015.

EISFELD AK et al. Mutation patterns identify adult patients with de novo
acute myeloid leukemia aged 60 years or older who respond favorably to
standard chemotherapy: an analysis of alliance studies. Leukemia, 32, 1338-
1348, 2018.

EMPERLE M et al. Mutations of R882 change flanking sequence
preferences of the DNA methyltransferase DNMT3A and cellular
methylation patterns. Nucleic Acids Res, 47, 21, 11355-11367, 2019

ESTEY EH. Acute myeloid leukemia: 2019 update on risk-stratification and
management. Am J Hematol, 93, 10, 1267-1291, 2018.

FABER ZJ et al. The Genomic Landscape of Core-Binding Factor Acute
Myeloid Leukemias. Nat Genet, 48, 12, 1551-1556, 2016.

FAGUNDES EM et al. De novo acute myeloid leukemia in adults younger
than 60 years of age: socioeconomic aspects and treatment results in a
Brazilian university center. Leuk Lymphoma, 47, 8, 1557-64, 2006.



116

FALINI B et al. Cytoplasmic Nucleophosmin in Acute Myelogenous
Leukemia with a Normal Karyotype. N Engl J of Med, 352, 254-266, 2005.

FROHLING S et al. Prognostic significance of activating FLT3 mutations in
younger adults (16 to 60 years) with acute myeloid leukemia and normal
cytogenetics: a study of the AML Study Group Ulm. Blood, 100, 4372-4380,
2002.

GAIDZIK VI et al. Clinical impact of DNMT3A mutations in younger adult
patients with acute myeloid leukemia: results of the AML Study Group
(AMLSG). Blood, 121, 23, 4769-77, 2013.

GARG S et al. Hepatic leukemia factor is a novel leukemic stem cell
regulator in DNMT3A, NPM1, and FLT3-ITD triple-mutated AML. Blood, 134,
3, 263-276, 2019.

GENOVESE G et al. Clonal Hematopoiesis and Blood-Cancer Risk Inferred
from Blood DNA Sequence. N Engl J Med, 371, 26, 2477-2487, 2014.

GIEBEL S et al. Association of Human Development Index with rates and
outcomes of hematopoietic stem cell transplantation for patients with
acute leukemia. Blood, 116, 1, 122-8, 2010

GILLILAND DG, GRIFFIN JD. The roles of FLT3 in hematopoiesis and
leukemia. Blood, 100, 1532-1542, 2002

GRAPHODATSKY AS et al (2011) The genome diversity and karyotype
evolution of mammals. Mol Cytogen 4:1-16.

GRIMWADE D et al. Refinement of cytogenetic classification in acute
myeloid leukemia: determination of prognostic significance of rare recurring
chromosomal abnormalities among 5876 younger adult patients treated in the
United Kingdom Medical Research Council trials. Blood, 116, 354-365, 2010.

GURYANOVA OA et al. DNMT3A R882 mutations promote anthracycline
resistance in acute myeloid leukemia through impaired nucleosome
remodeling. Nat Med, 22, 12, 1488-1495, 2016.

HAFERLACH T, SCHMIDTS | The power and potential of integrated
diagnostics in acute myeloid leukaemia. Br J Haematol, 188, 1, 36-48, 2020.

HANDSCHUH L. Not Only Mutations Matter: Molecular Picture of Acute
Myeloid Leukemia Emerging from Transcriptome Studies. J Oncol, 2019, 1-36,
2019.

HARTMANN L, METZELER KH. Clonal hematopoiesis and preleukemia-
Genetics, biology, and clinical implications. Genes Chromosomes Cancer.
58, 12, 828-838, 2019.



117

HARTMANN L, METZELER KH. Clonal hematopoiesis and preleukemia—
Genetics, biology and clinical implications. Genes Chromosomes Cancer, 58,
12, 828-838, 20109.

HEEREMA-MCKENNEY A, ARBER DA. Acute Myeloid Leukemia. Hematol
Oncol Clin North Am, 23, 633-654, 2009

HINAI AA E VALK PJM. Review: Aberrant EVI1 expression in acute myeloid
leukaemia. Br J Haematol, 172, 6, 870-8, 2016.

HORIBATA S et al. Heterogeneity in refractory acute myeloid leukemia.
Proc Natl Acad Sci U S A, 116, 21, 10494-10503, 2019.

HUANG R, LIAO X, LI Q. Identification and validation of potential
prognostic gene biomarkers for predicting survival in patients with acute
myeloid leukemia. Onco Targets Ther, 10, 5243-5254, 2017.

HUANG YH et al. Systematic Profiling of DNMT3A Variants Reveals Protein
Instability Mediated by the DCAF8 E3 Ubiquitin Ligase Adaptor. Cancer
Discov, 12, 1, 220-235, 2022.

HUMAN DEVELOPMENT REPORTS — United Nations Development
Programme. DIsponivel em: http://hdr.undp.org/en/humandev. Acesso em 5 de
Novembro de 2021

HYDE RK, ZHAO L, ALEMU L, LIU PP. Runx1 is required for hematopoietic
defects and leukemogenesis in Cbfb-MYH11 knockin mice. Leukemia, 29,
8, 1771-1778, 2015.

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA). Estimativa 2020: Incidéncia de
Cancer no Brasil. Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva, Coordenacao Geral de Acdes Estratégicas, Coordenacao de
Prevencao e Vigilancia, 40-73, 2019

ISHIKAWA Y et al. Prospective evaluation of prognostic impact of KIT
mutations on acute myeloid leukemia with RUNX1-RUNX1T1 and CBFB-
MYH11. Blood Adv, 4, 1, 66-75, 2020.

JACAMO R et al. Tumor Trp53 status and genotype affect the bone marrow
microenvironment in acute myeloid leukemia. Oncotarget, 8, 48, 83354-
83369, 2017.

JACOMO RH et al. Clinical features and outcomes of 134 Brazilians with
acute promyelocytic leukemia who received ATRA and anthracyclines.
Haematologica, 92, 10, 1431-2, 2007

JAISWAL S et al. Age-Related Clonal Hematopoiesis Associated with
Adverse Outcomes. N Engl J Med, 371, 26, 2488-2498, 2014.



118

KAPPALA SS et al. Application of the AMLprofiler Diagnostic Microarray in
the South African Setting. Stem Cells Int, 2017, 2560191, 2017

LANGABEER SE et al. EVI1 expression in acute myeloid leukaemia. Br J
Haematol, 112, 1, 208-11, 2001

LEY TJ et al. DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia. N Engl J Med,
363, 25, 2424-33.

LIMA AS et al. Clinical outcomes of patients with acute myeloid leukemia:
evaluation of genetic and molecular findings in a real-life setting. Blood,
126, 15, 1863-5, 2015

LI Z et al. Identification of a 24-Gene Prognostic Sighature That Improves
the European LeukemiaNet Risk Classification of Acute Myeloid
Leukemia: An International Collaborative Study. J Clin Oncol, 31, 9, 1172-
1181, 2013

LINET MS et al. Benzene Exposure Response and Risk of Myeloid
Neoplasms in Chinese Workers: A Multicenter Case-Cohort Study. J Natl
Cancer Inst, 111, 5, 465-474, 2019.

LOBERG MA et al. Sequentially inducible mouse models reveal that Npm1
mutation causes malignant transformation of Dnmt3a-mutant clonal
hematopoiesis. Leukemia, 33, 1635-1649, 2019.

LOWENBERG B et al. Cytarabine Dose for Acute Myeloid Leukemia. N Engl
J of Med, 364, 11, 1027-1036, 2011

LUCENA-ARAUJO AR et al. Results of FLT3 mutation screening and
correlations with immunophenotyping in 169 Brazilian patients with acute
myeloid leukemia. Ann Hematol, 89, 2, 225-8, 2010

MADAN V et al. ASXL2 regulates hematopoiesis in mice and its deficiency
promotes myeloid expansion. Haematologica, 103,12, 1980-1990, 2018.

MARCUCCI G et al. Prognostic Significance of, and Gene and MicroRNA
Expression Signatures Associated With, CEBPA Mutations in
Cytogenetically Normal Acute Myeloid Leukemia With High-Risk Molecular
Features: A Cancer and Leukemia Group B Study. J Clin Oncol, 26, 31, 5078-
5087, 2008.

MCCURDY SR, Levis MJ Emerging molecular predictive and prognostic
factors in acute myeloid leukemia. Leuk Lymphoma, 59, 9, 2021-2039, 2017.

METZELER KH et al. Spectrum and prognostic relevance of driver gene
mutations in acute myeloid leukemia. Blood, 128, 5, 686-698, 2016.

METZELER KH et al. (2013) A stem cell-like gene expression signature
associates with inferior outcomes and a distinct microRNA expression



119

profile in adults with primary cytogenetically normal acute myeloid
leukemia. Leukemia, 27, 2023-2031, 2016.

MILES LA et al. Single-cell mutation analysis of clonal evolution in myeloid
malignancies. Nature, 587, 7834, 477-482, 2020.

MORITA K et al. Clonal evolution of acute myeloid leukemia revealed by
high-throughput single-cell genomics. Nat Commun, 11, 1, 5327.

NAKAO M et al. Internal tandem duplication of the flt3 gene found in acute
myeloid leukemia. Leukemia, 10, 1911-1918, 1996

NARAYANAN D, Weinberg OK. How | investigate acute myeloid leukemia.
Int J Lab Hematol, 42, 1, 3-15, 2020

NG SWK et al. A 17-gene stemness score for rapid determination of risk in
acute leukaemia. Nature, 000, 1-17, 2016

NOMDEDEU JF et al. Feasibility of the AML profiler (Skyline™ Array) for
patient risk stratification in a multicentre trial: a preliminary comparison with
the conventional approach. Hematol Oncol, 5, 4, 778-788, 2017

NUCCI M et al. Invasive fungal diseases in haematopoietic cell transplant
recipients and in patients with acute myeloid leukaemia or myelodysplasia
in Brazil. Clin Microbiol Infect, 19, 8, 745-51, 2013

OPATZ S et al. The clinical mutatome of core binding factor leukemia.
Leukemia, 34, 6, 1553-1562, 2020

PAPAEMMANUIL E et al. Genomic Classification and Prognosis in Acute
Myeloid Leukemia. N Engl J Med, 374, 23, 2209-2221, 2016.

PATEL JP et al. Prognostic Relevance of Integrated Genetic Profiling in
Acute Myeloid Leukemia. N Engl J Med, 366, 12, 1079-1089, 2012.

POTTER N et al. Single cell analysis of clonal architecture in acute
myeloid leukaemia. Leukemia, 33, 5, 1113-1123, 20109.

RAPIN N et al. Comparing cancer vs normal gene expression profiles
identifies new disease entities and common transcriptional programs in
AML patients. Blood, 123, 6, 894-904, 2014.

REGO EM et al. Improving acute promyelocytic leukemia (APL) outcome in
developing countries through networking, results of the International
Consortium on APL. Blood, 121, 11, 1935-43, 2013

REGO MFN et al. Acute leukemias in Piaui: comparison with features
observed in other regions of Brazil. Braz J Med Biol Res, 36, 3, 331-7, 2003



120

RENNEVILLE A et al. Prognostic significance of DNA methyltransferase 3A
mutations in cytogenetically normal acute myeloid leukemia: a study by the
Acute Leukemia French Association. Leukemia, 26, 6, 1247-54, 2012.

ROLLER A et al. Landmark analysis of DNMT3A mutations in
hematological malignancies. Leukemia, 27, 7, 1573-8, 2013.

ROMER-SEIBERT JS, MEYER SE Genetic heterogeneity and clonal
evolution in acute myeloid leukemia. Curr Opin Hematol, 28, 1, 64-70, 2021

SERNA DS et al. Trends in survival rates after allogeneic hematopoietic
stem-cell transplantation for acute and chronic le